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izvenčrevesne okužbe. Med izvenčrevesnimi patogenimi E. coli so zelo pogoste 
uropatogene E. coli (UPEC). UPEC pretežno uvrščamo v filogenetsko skupino B2 
in so odgovorne za kar 80 % okužb urinarnega trakta. Večina ima zapis za Usp – 
uropatogeni specifični protein. Usp je homologen nukleaznim piocinom in 
kolicinom in ima in vitro DNazno aktivnost. Predvidevali so, da je bakteriocin, a se 
je izkazalo, da nima bakteriocidnega učinka na bakterije, ima pa genotoksičen vpliv 
na evkariontske celice – torej je Usp genotoksin. Navzdol od usp se nahajajo trije 
geni z zapisom za proteine Imu. Ti imajo vlogo zaščite producenta pred nukleaznim 
delovanjem Usp. Imu3 reverzibilno veže DNA in promovira genotoksičnost 
proteina Usp. Cilj magistrske naloge je bila priprava fuzijskega rekombinantnega 
proteina Usp-GFP, katerega aktivnost bo primerljiva aktivnosti nativne oblike 
proteina Usp. Optimizirali smo pridobivanje Usp-GFP. Sev E. coli BL21 (DE3) 
pLyseE transformiran s pTHCG12U smo gojili pri 30 °C, produkcijo proteina Usp-
GFP pa smo inducirali z 0,1 mM IPTG. Protein smo izolirali s pomočjo Ni-NTA 
afinitetne kromatografije, ga očistili s FPLC ter nato preverili njegovo aktivnost. 
Pripravili smo še izolate Usp in Imu3. Izkazalo se je, da ima Usp-GFP DNazno 
aktivnost in vpliv na količino biomase HUVEC celic. Njegova in vitro in in vivo 
aktivnost je primerljiva aktivnosti nativne oblike Usp. Usp-GFP je uporabno orodje 
za nadaljnje raziskave interakcije proteina Usp z evkariontskimi celicami. 
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AB Escherichia coli (E. coli) is an extremely versatile organism. It is a commensal 
bacterium that inhabits the gastrointestinal tract of vertebrates and is a crucial part 
of their microbiota. On the other hand, this bacterium is an important pathogenic 
organism that causes intestinal and extraintestinal infections. Amongst the very 
common extraintestinal pathogenic E. coli are uropathogenic E. coli (UPEC). 
UPEC are usually classified in B2 phylogenetic group and are responsible for 80 % 
of urinary tract infections (UTI). Most of UPEC strains have gene for Usp — 
uropathogenic specific protein. Usp is nuclease pyocins and colicins homolog and 
has DNase activity in vitro. At first it was anticipated that Usp is a bactericide, but 
later it was shown that it does not have bactericidal effect on bacteria, but a 
genotoxic effect on eukaryotic cells — therefor Usp is a genotoxin. Downstream of 
usp gene there are three genes for Imu proteins, which protect producing cells from 
Usp nuclease activity. Imu3 reversibly binds DNA and promotes genotoxic effect 
of Usp protein. The aim of this master’s thesis was to prepare Usp-GFP fusion 
recombinant protein with activity similar to the native Usp protein activity. Usp-
GFP production was optimized. We grew E. coli strain BL21 (DE3) pLyseE 
transformed with pTHCG12U on 30 °C and induced Usp-GFP protein 
overexpression with 0.1 mM IPTG. Protein was then isolated with Ni-NTA affinity 
chromatography and additionally purified with FPLC. Activity was tested 
afterwards. Imu3 and Usp isolates were also prepared. We showed that Usp-GFP 
has DNase activity and effect on HUVEC cells biomass amount. Usp-GFP in vitro 
and in vivo activity is comparable to native Usp activity. Usp-GFP protein is a 
useful tool for further research of interaction between Usp and eukaryotic cells.  
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1 UVOD 
 
1.1 OREDELITEV PROBLEMA 
 
Skupina uropatogenih E. coli (UPEC) je najpomembnejša skupina izvenčrevesnih 
patogenih E. coli (ExPEC) in je najpogostejši vzrok za okužbe sečil. UPEC so namreč 
odgovorne za kar 80 % vseh okužb urinarnega trakta. Zaradi velike pojavnosti okužb z 
njimi in pogostega ponavljanja teh, so zelo zanimive in hkrati tudi pomembne za 
raziskovanje. Večina UPEC sevov ima zapis za uropatogeni specifični protein (Usp). Usp 
so leta 2000 odkrili Kurazono in sodelavci. Ta gen, skupaj z zapisom za 3 manjše proteine, 
tvori otok patogenosti imenovan PAIusp. Funkcija proteina Usp najprej ni bila znana. 
Sprva so zaradi podobnosti s piocini predvidevali, da gre za bakteriocin z DNazno 
aktivnostjo, ki deluje proti drugim bakterijam. Kasneje se je izkazalo, da Usp nima 
bakteriocidnega učinka, ampak promovira infektivnost bakterij v urinarnem traktu ter ima 
genotoksičen učinek na evkariontske celične kulture, torej je genotoksin. Tako je protein 
Usp postal še bolj zanimiv za raziskovanje. Zaradi pogostega ponavljanja okužb, bi UPEC 
lahko tudi zaradi proteina Usp promovirali nastanek rakavih sprememb v urinarnem traktu. 
Gen usp ima večina sevov filogenetske skupine B2, ta pa je vedno bolj pogosta med 
komenzalnimi sevi. Skupaj z drugimi virulenčnimi dejavniki bi zato lahko Usp prispeval 
tudi k rakavim spremembam na črevesju.  
 
1.2 NAMEN IN CILJI 
 
Namen magistrske naloge je bila priprava in izolacija rekombinantnega fuzijskega proteina 
Usp-GFP, ki bo aktiven v enaki ali vsaj primerljivi meri kot nativna oblika proteina Usp. 
Usp-GFP smo želeli uporabiti za raziskovanje vpliva proteina na evkariontske celice. Tak 





— Aktivnost fuzijskega proteina Usp-GFP in vitro in in vivo je primerljiva aktivnosti 
nativne oblike proteina Usp. 
— Fuzijski protein Usp-GFP ima in vitro DNazno aktivnost.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 NEKAJ O BAKTERIJI Escherichia coli 
 
Escherichia coli je bila prvič izolirana iz blata dojenčkov leta 1885. Tekom raziskovanja 
visoke umrljivosti novorojenčkov in dojenčkov zaradi diareje, jo je izoliral avstrijski 
pediater Theodor Escherich. Poimenoval jo je Bacterium coli commune, po njegovi smrti 
pa so jo v njegovo čast preimenovali v Escherichia coli (Escherich, 1886; Escherich in 
Bettelheim, 1988; Welch, 2006). Uvrščamo jo med Gram-negativne bakterije v družino 
Enterobacteriaceae. Je paličaste oblike in ne sporulira. Zanjo je značilna hitra rast, saj 
lahko uporablja širok nabor virov ogljika in raste tako v aerobnih, kot anaerobnih pogojih. 
Prav tako ni občutljiva na rahlo bazična in rahlo kisla okolja (Elwood in sod., 2011). 
 
Escherichia coli je izredno raznolik organizem. Primarno naseljuje prebavni trakt 
vretenčarjev in s svojim gostiteljem živi v simbiozi. Hkrati pa je E. coli tudi patogena 
bakterija, ki lahko povzroča črevesne in izvenčrevesne okužbe. Lahko jo enostavno gojimo 
v laboratoriju in je zelo dovzetna za genske manipulacije, zato je eden izmed najbolje 
proučenih prokariontskih modelnih organizmov in modelnih organizmov nasploh. 
Referenčni laboratorijski sev E. coli K-12 in njegove izpeljanke so bili ključni za razvoj 
genetike, molekularne biologije, biokemije in fiziologije (Tenaillon in sod., 2010). 
 
Seve E. coli lahko razvrstimo v filogenetske skupine. Poznamo 4 glavne – A, B1, B2 in D. 
Sevi različnih filogenetskih skupin niso naključno razporejeni, če jih primerjamo glede na 
mesto njihove izolacije. Sevi skupin B2 in D so pogosteje povzročitelji izvenčrevesnih 
okužb, kot sevi skupin A in B1. Sevi skupin B2 in D imajo zato tudi več genov za 
virulenčne dejavnike (Nowrouzian in sod., 2006; Clermont in sod., 2013). V filogenetsko 
skupino B2 sodijo predvsem zunajčrevesni patogeni sevi, v skupini A in B1 pa so 
predvsem komenzalni sevi. Se pa v zadnjem času v razvitih državah opaža porast sevov 
skupine B2 med komenzalnimi sevi ljudi (Smati in sod., 2013). Prehranske navade, higiena 
in drugi socialnoekonomski faktorji imajo ključen vpliv na prevalenco filogenetskih skupin 
med komenzalnimi sevi. Na primer v Franciji so se v obdobju 20 let močno spremenila 
razmerja med prevalenco filogenetskih skupin B2 in A. Delež komenzalnih sevov skupine 
B2 je narastel iz 10 % na 30 %, delež komenzalnih sevov skupine A pa padel iz 60 % na 
30 % (Tenaillon in sod., 2010). 
 
2.2 PATOGENE Escherichie coli 
 
Patogene seve Escherichie coli lahko razvrstimo v dve glavni skupini oziroma dva glavna 
patovarja: črevesne in izvenčrevesne patogene E. coli (ExPEC). Med črevesne patogene 
E. coli sodijo enteropatogene, enetrotoksigene in difuzno adherentne E. coli, ki naseljujejo 
tanko črevo in povzročajo diarejo. Sem uvrščamo še enterohemoragične in enteroinvazivne 
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E. coli, ki povzročajo bolezni v debelem črevesu ter enteroagregativne E. coli, ki lahko 
naseljujejo tanko in debelo črevo. Najpogostejše izvenčrevesne patogene E. coli pa so 
uropatogene E. coli in E. coli povezane z neonatalnim meningitisom ter sepso. Poleg teh 
glavnih skupin patogenih E. coli, obstajajo še druge, a njihovi mehanizmi virulence še niso 
dobro raziskani (Croxen in Finlay, 2009; Köhler in Dobrindt, 2011). ExPEC so fakultativni 
patogeni in so del normalne črevesne mikrobiote v delu zdrave populacije. Pri njih 
kolonizacija prebavnega trakta ne povzroča težav. Ko se enkrat razširijo izven prebavil pa 
so se tam sposobne namnožiti in povzročiti bolezenske znake (Köhler in Dobrindt, 2011). 
 
Patogeni sevi E. coli se od komenzalih razlikujejo predvsem po prisotnosti virulenčnih in 
drugih »fitness« dejavnikov. Virulenčni dejavniki so predvsem različni adhezini, toksini, 
sistemi za privzem železa, kapsule, serumska rezistenca, proteaze, ureaze, flageli, pili… 
(Oelschlaeger in sod., 2002; Croxen in Finlay, 2009). Mobilni genetski elementi imajo 
vodilno vlogo pri oblikovanju genoma patogenih bakterij, saj so zapise za virulenčne 
dejavnike patogeni sevi v svoj genom vgradili s horizontalnim prenosom genov. 
Pridobivanje novih lastnosti s horizontalnim prenosom ali z mutacijami je ključno za 
preživetje patogena in njegovo prilagoditev na gostitelja. Tako so patogeni sevi pridobili 
številne otoke patogenosti (ang. »pathogenicity islands« – PAIs), ki se vgradijo na različna 
mesta v kromosomu ali pa se nahajajo na plazmidih. Navadno so otoki patogenosti obdani 
z mobilnimi genetskimi elementi (bakteriofagi, insercijskimi sekvencami, transpozoni, 
geni za integraze) ter se pogosto vstavljajo poleg genov za tRNA. Genomi patogenih sevov 
E. coli so lahko tudi do ene megabaze večji od genomov komenzalnih sevov (Jacobsen in 
sod., 2008; Croxen in Finlay, 2009; Hilbert, 2011).  
 
Okužbo s patogeno bakterijo lahko razdelimo na več stopenj. Te stopnje so si v osnovi 
podobne pri vseh patovarjih E. coli. Seveda pa ima vsak patovar specifičen mehanizem 
okužbe. Okužba se skoraj vedno začne z adhezijo na gostiteljske celice. Pritrjevanje lahko 
bakterije dosežejo na primer z izrastki kot so fimbrije ali pili. Za tem sledi sprememba 
procesov v gostiteljski celici, kar navadno sprožijo sekrecijski proteini. Z manipulacijo 
signalnih poti v gostitelju, bakterijam uspe usklajeni vdor v celice. Tako se bakterije 
uspešno izognejo imunskemu odzivu gostitelja in ga lahko uspešno kolonizirajo. To 
pripelje do bolezenskega stanja v gostitelju (Croxen in Finlay, 2009). 
 
2.3 UROPATOGENE Escherichie coli (UPEC) 
 
Uropatogene Escherichie coli (UPEC) so vodilen predstavnik skupine ExPEC (Hilbert, 
2011). Definirane so kot sevi E. coli, s povečano virulenco znotraj urinarnega trakta 
(Elwood in sod., 2011). So najpogostejši vzrok za nezapletene okužbe sečil drugače 
zdravih posameznikov. Okužbe urinarnega trakta (ang. »urinary tract infection« – UTI) se 
pojavljajo pri ženska in moških, vendar je prevalenca pri ženskah mnogo večja. To je 
posledica več dejavnikov, predvsem pa anatomskih in hormonskih razlik (Griebling, 
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2007). Okužba urinarnega trakta je prav tako zelo pogosta bolnišnična okužba. Pojavlja se 
zlasti pri pacientih, ki imajo daljši časa vstavljen urinski kateter. S katetrom povezane UTI 
predstavljajo več kot 40 % bolnišničnih okužb (Jacobsen in sod., 2008). Okužbe sečil so 
zato velik zdravstveni problem. Foxman in sod. (2000) so ocenili, da ima v ZDA 11 % 
žensk vsako leto vsaj enkrat okužbo sečil, kar 60 % pa jih to doleti vsaj enkrat v življenju. 
Zaradi tako velike pojavnosti, so tudi stroški zdravljenja UTI veliki. Na letni ravni naj bi 
leta 1995 v ZDA znašali vsaj 1,6 milijona dolarjev. 
 
Urinarni trakt oziroma sečila sestavljajo ledvica, sečevoda, sečni mehur in sečnica. Njihova 
naloga je produkcija, shranjevanje in izločanje urina. Okužba se začne že v območju pred 
sečnico (Lloyd in sod., 2007). Bakterije izvirajo iz gastrointestinalnega trakta, od koder se 
prenesejo v urinarni trakt. Za kar 80 % vseh teh okužb so odgovorne UPEC, ki najprej 
kolonizirajo nožnico in predel okoli sečnice (Croxen in Finlay, 2009; Hilbert, 2011). Od tu 
se selijo po sečnici navzgor, kolonizirajo sečni mehur in povzročijo cistitis. V najhujših 
primerih se lahko okužba razširi naprej po sečevodih vse do ledvic, kjer se razvije v 
pielonefritis (Lloyd in sod., 2007). UPEC v urinarnem traktu kot primarni vir ogljika 
uporabljajo peptide in aminokisline. Mobilnost teh sevov po sečilih navzgor je posledica 
izjemnega organotropizma, sposobnosti izmikanja prirojenemu imunskemu odzivu in 
izpiranju z uriniranjem. Za to kompleksno patogenezo so potrebni številni virulenčni 
dejavniki, ki pa morajo biti natančno regulirani. To so številni pili, sekrecijski proteini, 
sistemi za privzem železa ter polisaharidna kapsula (Croxen in Finlay, 2009). 
 
 
Slika 1: Potek infekcije urotelija z UPEC (Croxen in Finlay, 2009: 32) 
 
Ko UPEC vstopi v urinarni trakt, se pritrdi na urotelij. Vezava poteka s pomočjo 
fimbrijskega adhezina H (FimH) na konici pila tipa 1. FimH se veže na glikoliziran 
uroplakin Ia na površinskih dežnikastih celicah urotelija. FimH interagira tudi z 
uroplakinom IIIa, kar povzroči kaskado fosforilacij. Te sprožijo signalne poti za invazijo 
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bakterijskih celic in apoptozo celic gostitelja. Za invazijo UPEC v celice gostitelja je 
potrebna še vezava FimH z integrini α3 in β1. Vezava sproži reorganizacijo aktina, 
uvihanje mebmbrane in vstop bakterije v celico. Bakterije v celici tvorijo znotrajcelične 
bakterijske skupnosti (ang. »intracellular bacterial community« – IBC). IBC so prehodne 
oblike in služijo kot zaščita bakterije pred imunskim odzivom gostitelja. Lahko jih 
zapustijo in prehajajo v lumen mehurja in okoliške celice (Martinez in sod., 2000; Croxen 
in Finlay, 2009). Po preboju bakterij v celice urotelija poteka transport v endocitotske 
vezikle obdane z aktinskimi filamenti. Nastanejo mirujoči znotrajcelični rezervoarji (ang. 
»quiescent intracellular reservoirs« – QIR). Tam je deljenje bakterij omejeno. Spremembe 
v razporeditvi aktinskih filamentov omogočijo bakterijam hitro delitev in potencialno 
nastanek IBC v citosolu ali pa izločanje baktrij iz celice. To mirujoče stanje bi lahko igralo 
pomembno vlogo rezervoarja bakterij, ki ni izpostavljen imunskemu ozivu gostitelja in 
omogoča dolgoročni obstoj bakterij v sečnem mehurju. Na okužbo z UPEC vpliva tudi 
proces diferenciacije urotelija. Med študijo, v kateri je bila diferenciacija urotelija sprožena 
umetno, so se QIR ponovno aktivirali in povzročili akutno okužbo mehurja. Regulacija 
diferenciacije urotelija, bi zato lahko imela pomembno vlogo pri predispoziciji za okužbe 
urinarnega trakta in raka na sečnem mehurju (Croxen in Finlay, 2009). 
 
2.4 PROTEIN USP Escherichie coli 
 
2.4.1 Odkritje otoka patogenosti z zapisom za protein Usp 
 
Zapis za protein Usp (uropatogeni specifični protein) so odkrili Kurazono in sod. (2000) 
med iskanjem homologa genu zot bakterije Vibrio cholerae. Gen zot oziroma zonual 
occludens toksin je toksikogen faktor, ki ga proizvaja Vibrio cholerae. Zot poveča 
permabilnost mukoze tankega črevesa in sicer preko vpliva na strukturo tesnih stikov 
imenovanih zonula occludens (Baudry in sod., 1992). Z DNA sondo specifično za gen zot 
so s testom kolonijske hibridizacije Kurazono in sod. (2000) preiskali številne UPEC seve. 
Ko je bila stopnja specifičnosti vezave visoka, ni prišlo do hibridizacije. Pod manj strogimi 
pogoji pa je 34,5 % sevov dalo šibek signal. Sev, ki je izmed teh dal najmočnejši signal je 
bil sev Z42, izolirani iz pacienta, ki je obolel za prostatitisom. Ta sev so nato podrobneje 
raziskali in odkrili so odprt bralni okvir (ang. »open reading frame« – ORF), ki so ga 
poimenovali uropatogeni specifični protein (usp). Gen usp je dolg 1038 baznih parov, 
kodira 346 aminokislin in je zelo drugačen od gena zot. Navzgor od usp so odkrili še 
domnevni promotor (−274 bp), navzdol pa tri majhne ORF z neodvisnimi ribosomskimi 
vezavnimi mesti. Trije majhni ORF se prepisujejo v isto smer kot gen usp. Med 
preiskovanjem podatkovnih baz, tako za usp, kot za tri majhne ORF Kurazono in sod. 
(2000), niso našli homologije z do tedaj znanimi proteini.  
 
4167 baznih parov dolg fragment iz gena usp in treh majhnih ORF nadomešča 270 baznih 
parov intragenske DNA referenčnega seva E. coli K12 med hišnima genoma aroP in pdhR. 
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Med genoma usp in aroP so našli še motiva GGGG in ACGTTAAG, ki sta vedno prisotna 
v transpozonih iz družine Tn3. Tudi delež baz G in C v fragmentu z usp je drugačen kot v 
preostalem delu regije kjer se nahaja. Obdajata ga neposredni ponovitvi 4 baznih parov 
(ACAT), ki se prav tako nahajata v referenčnem sevu E. coli (Slika 2). To nakazuje, da je 
ta fragment DNA res horizontalno pridobljen genski element podoben transpozonom, 
čeprav na njem ni kodiranih za transpozone značilnih proteinov. Iz tega in pogostosti gena 
med UPEC so sklepali, da je ta DNA fragment do leta 2000 neodkrit otok patogenosti. 




Slika 2: Umestitev 4167 baznih parov dolgega fragmenta z genom usp in tremi kratkimi ORF v lokus aroP-
pdhR v E. coli K-12 (Nakano in sod., 2001: 73) 
 
Ugotovili so, da je gen usp prisoten pri večini UPEC sevov in le pri slabi četrtini sevov 
izoliranih iz črevesja zdravih posameznikov (24 %). Pri UPEC sevih je bil usp prisoten pri 
79,5 % primerov cistitisa, 93,4 % primerov pielonefritisa in 88,8 % primerov prostatitisa 
(Kurazono in sod., 2000). Večina izolatov E. coli iz zdravih posameznikov, ki vsebuje usp, 
spada v serološke skupine značilne za UPEC. To podpira tudi prejšnje študije, ki pravijo, 
da je črevesna mikrobiota rezervoar UPEC sevov (Yamamoto in sod., 2001). Večina 
UPEC sevov in večina usp pozitivnih sevov spada v filogentsko skupino B2. Povezava 
med filogenetsko skupino B2 in usp je zelo močna. Kar 96,6 % sevov skupine B2 ima usp 
in 94,9 % sevov z usp spada v skupino B2. Prevalenca usp v ostalih filogenetskih skupinah 
je mnogo manjša – 11,4 % v A, 13,8 % v B1 in 24,3 % v D (Kanamaru in sod., 2006). 
 
Z mišjim modelom pielonefritisa so preverili vpliv PAIusp na razvoj okužbe urinarnega 
trakta. Pripravili so rekombinantne plazmide z zapisi za usp in/ali orfU1-3. Različne 
koncentracije kolonijskih enot (ang. »colony forming units« – CFU) različnih sevov E. coli 
s temi plazmidi so injicirali v mehur mišk. Po 7 dneh so miške žrtvovali in pregledali 
ledvice. Preverili so stopnjo infekcije ledvic in patološke vnetne spremembe. Ugotovili so, 
da usp ne poveča smrtnosti, ima pa pomemben vpliv na razvoj okužbe in infektivnost. Če 
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so bili poleg usp še orfU1-3, je bil vpliv na razvoj okužbe podoben, kot v primeru seva s 
plazmidom, ki nosi le zapis za usp. Samo orfU1-3 skoraj niso imeli vpliva na infektivnost 
in razvoj okužbe (Yamamoto in sod., 2001). 
 
2.4.2 Usp je homologen nukleaznim bakteriocinom  
 
Parret in De Mot (2002) sta med iskanjem homologov piocinov tipa S ugotovila podobnost 
med njimi in usp. Iskanje v BLAST-u je pokazalo, da so proteinu Usp sorodstveno 
najbližje piocini S (S1, S2, AP41) in kolicin E9, vsi ti so bakteriocini z endonukleazno 
aktivnostjo (Parret in De Mot, 2002).  
 
Piocini so proteinski bakteriocini, ki jih proizvajajo vrste rodu Pseudomonas. Geni za 
piocine so na kromosomski DNA. Ima jih večina pripadnikov rodu Pseudomonas. 
Razdelimo jih v tri širše skupine: piocini tipa R, F in S. Piocini S so nespecifične 
endonukleaze in povzročijo celično smrt zaradi razgradnje DNA. Organizirani so v 4 
domene. N-terminalna domena (domena I) ima vlogo prepoznave receptorjev na površini 
tarčnih celic, sestavlja pa jo 240 aminokislin. Domena II ima do sedaj še nepoznano vlogo 
in v nekaterih S piocinih ni prisotna, zato je zelo verjetno, da nima biološke funkcije. 
Domena III je prav tako iz 240 aminokislin in ima funkcijo prenosa preko zunanje 
membrane – translokacijska domena. C-terminalna domena oziroma domen IV iz približno 
130 aminokislin pa ima DNazno aktivnost, ki je odgovorna za smrt tarčnih bakterij. Za 
preprečevanje poškodb lastne DNA, bakterije sintetizirajo še proteine dolžine od 87 do 153 
aminokislin. Imenujemo jih proteini imunosti. Imunost celice dosežejo z interakcijo 
proteina immunosti in DNazne domene piocina (Michel-Briand in Baysse, 2002; Cascales 
in sod., 2007; McCaughey in sod., 2016). Kolicini so zelo specifični proteinski antibiotiki, 
ki jih sproščajo E. coli. Njihova tarča so okoliški sorodni sevi E. coli. Tvorbo kolicinov 
stimulira okoljski stres, njihova primarna vloga pa je prednost pri tekmovanju za različne 
vire. V grobem lahko kolicine razdelimo v dve skupini – kolicini, ki cepijo nukleinske 
kisline ali peptidoglikane in kolicini, ki tvorijo pore in tako depolarizirajo plazmalemo. 
Poleg kolicina, bakterijska celica sintetizira še majhne proteine imunosti (Imm), ki so 
namenjeni zaščiti proizvajalca pred škodljivim citotoksičnim učinkom kolicinov. Vsi 
kolicini so sestavljeni iz enakih osnovnih modulov: N-terminalna translokacijska domena, 
osrednja domena za vezavo in prepoznavo receptorja in C-terminalna citotoksična domena 
(Papadakos in sod., 2012).  
 
Večina bakteriocinov nukleaznega tipa ima značilno domensko sestavo: domena za 
prepoznavo receptorja, translokacijska domena in nukleazna domena. Receptorski protein, 
kamor se veže domena za prepoznavo receptorja, se med različnimi bakteriocini razlikuje. 
Prepoznava receptorskega proteina in domene za prepoznavo receptorja je specifična za 
bakteriocin in je odvisna od nabora tarčnih bakterij (Zaw in sod., 2013a). 
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S parnimi poravnavami do takrat znanih zaporedij proteinov Usp z endonukleaznimi 
bakteriocini so ugotovili, da je C-terminalna domena (138 aminokislin) 40-45 % identična 
DNazni domeni piocina S AP41. Poleg tega so našli še HNH endonukleazne motive v C-
terminalni regiji vseh do takrat poznanih proteinov Usp (Parret in De Mot, 2002). HNH 
motiv je majhen modul, ki veže in cepi nukleinske kisline. Prisoten je v endonukleazah s 
kovinskim prstom. Sestavlja ga 30 do 40 aminokislinskih ostankov in je povezan z enim 
divalentnim kovinskim ionom. Poimenovan je po treh najbolj ohranjenih aminokislinah, 
dveh histidinih (H) in asparaginu (N), med katerimi je manj kot ducat aminokislinskih 
ostankov. HNH proteine lahko, glede na funkcije, razvrstimo v različne podskupine. Ena iz 
med teh je tudi skupina bakterijskih toksinov z nespecifično endonukleazno aktivnostjo, 
kamor spadajo kolicini DNaznega tipa (ColE7 in ColE9) ter piocini S (S1 in S2) (Huang in 
Yuan, 2007).  
 
 
Slika 3: Primerjava funkcionalnih domen UspI z domenami kolicina, piocinov in klebcina na podlagi 
homologij aminokislinskega zaporedja (Parret in De Mot, 2002: 1605)  
 
Pred DNaznimi domenami proteinov Usp se nahaja še domena s 35 % podobnostjo s 
translokacijsko domeno piocinov S. Pri piocinih je odgovorna za prenos v tarčno celico. N-
terminalna regija proteina Usp ni homologna nobenemu znanemu proteinu (Parret in De 
Mot, 2002). Prav tako z iskanjem v SignalP niso mogli potrditi obstoj signalne sekvence v 
tej regiji, kot so trdili Kurazono in sod. (2000). V regiji navzgor od gena usp je N-
terminalni podaljšek z ohranjenim motivom iz proteinov Hcp (ang. »Hemolysin-
coregulated protein« – Hcp) (Parret in De Mot, 2002). Protein Hcp bakterije Vibrio 
cholerae je sekrecijski protein, katerega sinteza je koregulirana s sintezo hemolizina A 
(HlyA). Je del sekrecijskega sistema tipa VI (ang. »Type 6 Sectetion System« – T6SS), ki 
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je bil prvič opisan v Vibrio cholerae (Pukatzki in sod., 2006). T6SS je bil identificiran v 
številnih patogenih sevih E. coli. V eni gruči T6SS je več kopij hcp, v genomu ene 
bakterije pa lahko tudi več teh gruč. Individualen Hcp tvori homoheksameričen obroč, ki je 
osrednja struktura za sekrecijo pri T6SS. Preko tega obroča prehajajo efektorske molekule. 
Obroči se naložijo eden na drugega in tvorijo nanocevko, na njeno notranjo površino pa se 
vežejo efektorji. Hcp naj bi bil tudi pomemben šaperon za efektorje T6SS, preprečuje 
njihovo razgradnjo in se izloča skupaj z njimi. Kljub strukturni vlogi v T6SS je Hcp 
najverjetneje sekretorni protein s številnimi vlogami v različnih bakterijah. Pomemben je 
za virulentnost bakterije, saj imajo mutante z delecijo Hcp močno zmanjšano patogenost in 
citotoksičnost. T6SS je pomemben tudi v kompeticiji za vire in rast med bakterijami (Peng 
in sod., 2016). 
 
2.4.3 Različni tipi PAIusp 
 
Glede na medsebojno homologijo domen proteinov Usp lahko te razdelimo v dve skupin – 
UspI in UspII. Variacije med skupinama so prisotne le v C-terminalni regiji proteinov 
(Parret in De Mot, 2002). Heterogenost se začne 230 baznih parov pred 3' koncem gena 
uspI, gen uspII pa se od njega razlikuje v 26 aminokislinah. Variabilna je tudi regija 
navzdol od usp, kjer so kodirani trije majhni ORF. V E. coli sevu Z42 jih po vrsti 
imenujemo orfU1, orfU2, orfU3. Ko so primerjali strukturo regije od začetka orfU1 do 
konca orfU3 (oziroma do hišnega gena pdhR), so ugotovili da ima ta mozaično strukturo. 
Sestavljena je iz šestih malih segmentov, od katerih trije kodirajo ORF, ostali trije pa 
predstavljajo regije med oziroma za njimi. Razporeditev in število teh segmentov se 
razlikujejo od seva do seva. Na podlagi tipa gena usp in strukture regije z geni orfU, lahko 
do sedaj poznane PAIusp razvrstimo v 4 podtipe: uspIa, uspIb, uspIIa in uspIIb (Slika 4) 
(Nakano in sod., 2001; Kanamaru in sod., 2006). Ko so na Japonskem testirali različne 
UPEC seve, so ugotovili da je najpogostejši PAIusp podtip IIa (42,4 %), po pogostosti pa 
mu sledijo podtipi Ia, Ib in IIb (Kanamaru in sod., 2006). 
 
Parret in De Mot (2002) sta predvidevala, da lega orfUI neposredno navzdol od uspI in 
lega orfU2 neposredno za uspII nakazuje, da je OrfU1 potreben za imunost na UspI, OrfU2 
pa za imunost na UspII. Dodatni geni imunosti pa bi lahko pomenili imunost na druge 
bakteriocine. To potrjuje tudi visoka prevalenca UPEC sevov s PAIusp tipa IIa in Ia, ki 
imajo zapis za vse tri proteine OrfU, v primerjavi s tistimi, ki imajo zapis le za dva OrfU 
(Kanamaru in sod., 2006). 
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Slika 4: Zgradba različnih tipov PAIusp (Zaw in sod., 2013a: 640) 
Na sliki je predstavljena zgradba 4 podtipov PAIusp. Puščice predstavljajo odprte bralne okvirje, smer 
puščice pa smer prepisovanja. Gene orfU1-3 imenujemo tudi imu1-3 (geni imunosti), zaradi podobnosti z 
geni imunosti pri nukleaznih kolicinih in piocinih ter zaradi zaščite producenta pred delovanjem proteina 
Usp. Gene so ob odkritju zaradi neznane funkcije poimenovali le z orfU. 
 
2.4.4 Nukleazna aktivnost proteina Usp in vloga proteinov OrfU oz. Imu  
 
Predpostavljeno nukleazno aktivnost proteina Usp so potrdili Zaw in sod. (2013b). Delali 
so z UspI iz E. coli seva Z42. Ugotovili so, da sev E. coli BL21 (DE3) ne mora vzdrževati 
vektorja za izražanje samo z zapisom za Usp in brez zapisov za OrfU. V primeru, da je bil 
na vektorju še orfU1 pa je tak sev lahko preživel in tvoril kolonije. Za potrditev in vitro 
nukleazne aktivnosti so protein Usp izolirali. Zaradi homologije z nukleaznimi kolicini in 
znanega dejstva, da ti s svojimi proteini imunosti tvorijo zelo trdne komplekse, so Usp 
izolirali kot kompleks Usp/OrfU1-His. Po izolaciji so proteina ločili. Dokazali so, da ima 
protein Usp nespecifično DNazno aktivnost – razgradil je plazmidno DNA. Nukleazna 
aktivnost kompleksa Usp/OrfU1-His pa je bila občutno nižja. Zanimala jih je še vloga 
HNH motiva v DNazni domeni Usp. V ta namen so naredili točkovne mutacije ohranjenih 
aminokislin v HNH motivu. Takšni proteini so imeli močno zmanjšano nukleazno 
aktivnost in vitro. Sev E. coli BL21 (DE3) z vektorjem za izražanje z usp z mutiranim 
HNH motivom, je lahko za razliko od seva z nativnim usp, tvoril kolonije. HNH motiv je 
torej nujen za DNazno aktivnost proteina Usp (Zaw in sod., 2013b). 
 
Nipič in sod. (2013) pa so proučevali aktivnost UspII in njegovih proteinov imunosti iz 
UPEC seva TA211. Tudi oni so preverjali in vitro DNazno aktivnost Usp. Lineariziran 
plazmid so inkubirali skupaj z izoliranim Usp. Potrdili so DNazno aktivnost Usp, a je bila 
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2.4.5 Usp je bakteriocinu podoben genotoksin 
 
Nipič in sod. (2013) so testirali predpostavljeno antibakterijsko delovanje izoliranega 
proteina Usp. Usp so nanesli na LB agarne plošče s sevi E. coli. To na bakterije ni imelo 
vpliva in območij z liziranimi celicami niso opazili. Zato so predvidevali, da tarča Usp 
mogoče niso bakterije, ampak gostiteljske sesalske celice. Preiskali so vpliv Usp na 
HUVEC celično linijo (ang. »human umbilical vein endothelial cells«). Celice HUVEC so 
izpostavili proteinu Usp in proteinom OrfU1-3 (oziroma Imu1-3; poimenovano tako, ker 
bakterijski celici omogočajo imunost na Usp) v različnih kombinacijah. Ugotovili so, da ti 
proteini, še posebno pa kombinacija Usp in Imu3, povzročajo zaokroževanj celic in 
mehurčasto celično membrano. Genotoksičnost Usp in kombinacij Usp s proteini Imu so 
preverili še s kometnim testom na HUVEC celicah. Izkazalo se je, da vsi posamezni 
proteini povzročajo dvojne prelome DNA, največ teh pa povzroči kombinacija Usp z Imu3. 




 statistično značilno zmanjša 





Western prenosom in imunodetekcijo so dokazali tudi sproščanje Usp iz bakterijskih celic 
v gojišče (Nipič in sod., 2013). 
 
2.4.6 Protein imunosti Imu3 oziroma OrfU3 
 
Protein Imu3 oziroma OrfU3 je majhen protein kodiran na PAIusp navzdol od gena usp. 
Gen imu3 je dolg 291 baznih parov in kodira 96 aminokislin, ki sestavljajo 11,497 kDa 
velik protein. Zaradi visoke stopnje homologije med Imu1-3 in proteini imunosti 
nukleaznih kolicinov so sklepali, da je njihova funkcija podobna in da tudi proteini 
imunosti UPEC sevov z Usp tvorijo visoko afinitetne komplekse. Črnigoju in sod. (2014) 
ni uspelo potrditi tvorbe kompleksov Usp z njegovimi proteini imunosti. So pa odkrili, da 
protein Imu3 nespecifično veže DNA in jo tako zaščiti pred razgradnjo s kolicinom E7 
(nukleazni bakteriocin). Mehanizem zaščite DNA z Imu3 je nespecifičen in se razlikuje od 
mehanizma delovanja proteinov imunosti nukeaznih kolicinov. Imu3 se je že prej izkazal 
za pomemben dejavnik pri promoviranju poškodb DNA in genotoksičnega vpliva na 
evkariontske celice (Nipič in sod., 2013). Imu3 veže linearno in krožno DNA pa tudi RNA. 
DNA obori, ko preseže kritično koncentracijo, ki znaša 1 µg Imu3 na 100 ng DNA. 
Minimalna potrebna dolžina DNA fragmenta za vezavo Imu3 je 11 baznih parov. Vezava 
Imu3 in DNA se zmanjša ob povišanih koncentracijah NaCl in Mg
+
 ter povišani 
temperaturi (70-100 °C). Imu1 in Imu2 ne vežeta nukleinskih kislin. Vezava Imu3 z DNA 
slednje ne poškoduje (Črnigoj in sod., 2014). 
 
Navadno imajo DNA vezavni proteini celokupen pozitiven naboj (torej izoelektrično točko 
višjo od 7), a protein Imu3 ima teoretično izoelektrično točko približno 4,4. Zaradi tega so 
Črnigoj in sod., (2014) predvidevali, da je za vezavo DNA odgovoren le eden od njegovih 
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motivov. S pomočjo orodij za iskanje motivov so iskali DNA vezavni motiv in 
predpostavili, da DNA veže motiv s strukturo heliks-obrat-heliks. 
 
Če so v E. coli vstavili plazmid z genom usp, je bil ta zanje v tekočem mediju letalen, na 
agarnih ploščah pa so zrastle le zelo majhne kolonije. Da bi preverili zaščitno vlogo genov 
imu, so jih posamezno vstavili navzdol od usp. Največjo zaščito pred Usp je dal Imu3. To 
se je odražalo kot največje število transformant glede na kontrolo (Črnigoj in sod., 2014). 
 
2.5 BAKTERIJSKI GENOTOKSINI IN NESTABILNOST GENOMA 
 
Tarča bakterijskih genotoksinov je DNA, ti pa v njej povzročajo dvojne (ang. »double 
strand break« – DSB) in enojne prelome (ang. »single strand DNA« ssDNA). Če se 
prelomi ne popravijo, povzročijo motnje celičnega cikla, senescenco ali pa celo celično 
smrt. Naše telo in celice so ves čas izpostavljeni številnim dejavnikom, ki promovirajo 
poškodbe DNA. Številni kemijski dejavniki in bakterijske okužbe inducirajo nastanek 
kisikovih reaktivnih spojin (ang. »reactive oxygen species« – ROS), ki poškodujejo DNA. 
Bakterije ob okužbi gostitelja zaznajo receptorji za prepoznavo patogenov. To vodi do 
kroničnega vnetja in posledično tvorbe ROS, reaktivnih dušikovih spojin in citokinov. K 
nastanku poškodb pa pripomorejo tudi UV in ionizirajoče sevanje. Eden izmed teh 
dejavnikov pa so tudi bakterijski genotoksini. Do sedaj znani genotoksini, ki jih 
proizvajajo E. coli so CDT (ang. »cytolethal distending toxin«), kolibaktin in Usp (Žgur-
Bertok, 2013; Grasso in Frisan, 2015). Epidemološke študije so kronične bakterijske 
okužbe povezale s povečanim tveganjem za nastanek tumorja. Tako je na primer 
Helicobacter pylori povezana z nastankom raka na želodcu, Salmonella enterica serovar 
Typhi s karcinomom žolčnika, Streptococcus bovis z rakom na debelem črevesu, 
Chlamydia pneumoniae z rakom na pljučih, vrste iz rodu Bartonella pa z nastankom žilnih 
tumorjev (Guerra in sod., 2011). 
 
Da se poškodbe genetskega materiala pravočasno popravijo in da se prepreči deljenje celic 
z napakami v genomu, je v evkariontskih celicah vrsta mehanizmov, ki zaznavajo, 
signalizirajo in popravljajo DNA poškodbe. Te mehanizme na kratko poimenujemo odziv 
na DNA poškodbe (ang. »DNA damage response« – DDR). Glavni signalni molekuli DDR 
sta proteinski kinazi ATM in ATR. ATM se aktivira ob nastanku DBS, ATR pa z ssDNA 
prekritimi z RPA (ang.: »replication protein A«). Njuni glavni tarči sta proteinski kinazi 
CHK1 in CHK2. Skupaj na različne načine zmanjšajo aktivnost od ciklinov odvisnih kinaz 
(ang.; »cyclin dependant kinase« – CDK). Tako upočasnijo ali celo ustavijo celični cikel 
na kontrolnih točkah med G1 in S, znotraj faze S in med G2 in M fazo. S tem se podaljša 
čas za popravilo DNA poškodb preden se nadaljuje mitoza. Poleg tega ATM/ATR 
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Ena od ključnih lastnosti rakavih celic je genomska nestabilnost. Večina kancerogenov 
deluje tako, da promovira nastanek DNA poškodb in povzroča mutacije. Navadno so 
pomembna predispozicija za nastanek rakavega obolenja podedovane okvare DDR. Te so 
odgovorne za kopičenje mutacij v celicah in nastanek mutatorskega fenotipa. Ker so DDR 
poti okvarjene lahko takšne celice še vedno preživijo in se delijo. Proliferacijo 
poškodovanih celic povzročajo aktivacije onkogenov ali inaktivacije tumor-supresorskih 
genov. DNA poškodbe se v takšnih celicah še naprej pospešeno tvorijo. Če je DDR 
funkcionalen, se aktivira ATR/ATM pot, ki vodi celice v celično smrt ali senescenco. V 
primeru mutacij ali epigenetske inaktivacije DDR pa se te celice nadalje razvijejo v raka 
(Jackson in Bartek, 2009).  
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Preglednica 1: Uporabljene kemikalije 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30 % Akrilamid/Bisakrilamid Bio-Rad Laboratories ZDA 
4-Cl-1-naftol SIGMA – Aldrich ZDA 
96 % Etanol Merck Nemčija 
Agar Formedium Velika Britanija 
Agaroza Carl Roth GmbH Nemčija 
Ampicilin SIGMA – Aldrich ZDA 
APS Merck Nemčija 
Borova kislina Honeywell Riedel-de Haen
®
 Nemčija 
Bromfenol modro SIGMA – Aldrich ZDA 
BSA  SIGMA – Aldrich ZDA 
CaCl2 Kemika Hrvaška 
DMEM SIGMA – Aldrich ZDA 
DTT Merck Nemčija 
EDTA Kemika Hrvaška 
Etidijev bromid SIGMA – Aldrich ZDA 
FBS SIGMA – Aldrich ZDA 
Glicerol Kemika Hrvaška 
Glicin SIGMA – Aldrich ZDA 
Glukoza Kemika Hrvaška 
Gojišče DMEM SIGMA – Aldrich ZDA 
Gojišče SOB Carl Roth GmbH Nemčija 
HCl 37 % Merck Nemčija 
Hepes Lonza Švica 
Imidazol SIGMA – Aldrich ZDA 
IPTG SIGMA – Aldrich ZDA 
L – galaktoza SIGMA – Aldrich ZDA 
LB gojišče Formedium Velika Britanija 
Lizocim Fluka Švica 
MES SIGMA – Aldrich ZDA 
Metanol Merck Nemčija 
Metilensko modrilo  SIGMA – Aldrich ZDA 
MgCl2 × 6 H2O Merck Nemčija 
NaCl Merck Nemčija 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 1: Uporabljene kemikalije 
NaH2PO4 Merck Nemčija 
NaOH SIGMA – Aldrich ZDA 
H2O2 Merck Nemčija 
NaHCO3 SIGMA – Aldrich ZDA 
PBS SIGMA – Aldrich ZDA 
PEG 20000 SIGMA – Aldrich ZDA 
PEG 6000 SIGMA – Aldrich ZDA 
Poli-L-lizin SIGMA – Aldrich ZDA 
PVDF membrana Millipore ZDA 
SDS (NaDS) Carl Roth GmbH Carl Roth GmbH 
TEMED SIGMA – Aldrich ZDA 
TNS  Lonza Švica 
Tripsin-EDTA SIGMA – Aldrich ZDA 
TRIS baza Carl Roth GmbH Nemčija 
TRIS HCl Carl Roth GmbH Nemčija 
Tween 20 SIGMA – Aldrich ZDA 
Urea Fluka Švica 
β-merkaptoetanol SIGMA – Aldrich ZDA 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 2: Uporabljene aparature 
Aparatura Proizvajalec Država 
Äkta FPLC UPC-90 P-920 Amersham Bioscience 
Velika 
Britanija 
Analitska tehtnica Tehtnica Železniki Slovenija 
Analitska tehtnica MC210 P Satorius AG Nemčija 
Avtomatske pipete za različne volumne Eppendorf Nemčija 
Avtomatski avtoklav A-63 C Kambič Slovenija 
Banjica za NaDS gelsko elektroforezo Bio-Rad Laboratories ZDA 





Bunsenov plinski gorilnik TLOS Hrvaška 
Centrifuga Centric 322 B Tehtnica Železniki Slovenija 
Centrifuga Rotatana 460 R (rotor 5624; 4 × 750 in 5615) Hettich Nemčija 
Centrifuga Sorvall® centrifuge LYNX 6000 (rotor 29 – 8 × 50 
in F9 – 6 × 1000 LEX) 
Thermo Scientific ZDA 
Centrifuga Sorvall
®
 Superspeed RC2-B Automatic Refrigerated 
Cetrifuge 
Thermo Scientific ZDA 
Ciklični termostat: GeneAmp
® 
PCR System 2400 Perkin Elmer ZDA 
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Nadaljevanje Preglednice 2: Uporabljene aparature 
  




G-box transluminator Syngene ZDA 
Magnetno mešalo IKA
®
 RCT Standard IKA Kitajska 
Magnetno mešalo Rotamix 550MMH Tehtnica Železniki Slovenija 
Mini-Trans blot cell Biorad ZDA 
Namizne centrifuge 5424, 5415R in 5810R Eppendorf Nemčija 
NanoDrop ND-1000 Thermo Scientific ZDA 
pH meter Metrohm 713 Metrohm Ltd. Švica 
Precizna tehtnica KernPFB Nemčija 
Sistem za elektroforezo 2301 Macrodrive 1 LKB Bromma Švedska 
Sistem za elektroforezo Consort E143 Sigma-Aldrich ZDA 
Sonikator Ultrasonic Processor VCX 500 
Sonics; Sonics & 
Materials, Inc. 
ZDA 
Ultracentrifuga L8-M Beckman ZDA 
UV transluminator Bioview UXDT-20ML-15R Biostep Nemčija 
UV-VIS spektrofotometer UV-1800 Shimadzu Corporation Japonska 
Vibracijski mešalnik Vibromix 10 Tehtnica Železniki Slovenija 
Vodna kopel Isotemp 215 Thermo Scientific ZDA 
Vodna kopel Ministat 125w-1  Huber Nemčija 
 
3.1.3 Kompleti  
 
Preglednica 3: Uporabljeni kompleti 
Komplet Proizvajalec Uporaba 
GeneJet ™ Plasmid MiniPrep Kit 
(#K0502) 
Thermo Fisher Scientific, 
ZDA 
Izolacija plazmidne DNA 
The QIAexpressionist™ (#1018244) QiaGen, Nizozemska 
Izolacija čezmerno izraženih 
proteinov z oznako 6×His 
 
3.1.4 Raztopine in pufri 
 
Preglednica 4: Pufri za izolacijo proteinov z Ni-NTA afinitetno kromatografijo 
Pufer Sestava 
Pufer za LIZO  
50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
10 mM imidazol 
pH = 8 (uravnamo z NaOH) 
20 mM β-merkaptoetanol (dodamo tik pred uporabo) 
Pufer za SPIRANJE 
50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
20 mM imidazol 
pH = 8 (uravnamo z NaOH) 
20 mM β-merkaptoetanol (dodamo tik pred uporabo) 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 4: Pufri za izolacijo proteinov z Ni-NTA afinitetno kromatografijo 
Pufer za ELUCIJO 
50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
250 mM imidazol 
pH = 8 (uravnamo z NaOH) 
20 mM β-merkaptoetanol (dodamo tik pred uporabo) 
 
 
Preglednica 5: Pufri za dializo proteinov 
Pufer Sestava 
Pufer za SPR  
20 mM HEPES 
140 mM NaCl 
5 mM MgCl2 
pH = 7,4  
Pufer za FPLC 
50 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
5 mM DTT 
10 % glicerol 
pH = 7,4 
PBS pufer 
137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
10 mM NaH2PO4 
1,8 mM KH2PO4 
pH = 7,4 
 
 
Preglednica 6: Pufri in raztopine za NaDS poliakrilamidno elektroforezo proteinov 
Pufer oz. raztopina Sestava 
0,5 M Tris- HCl za NANAŠALNI GEL 
6,05 g Tris-baze 
pH = 6,8 (uravnamo s HCl) 
destilirana H2O do 100 mL, filtriramo 
1,5 M Tris- HCl za LOČEVALNI GEL 
18,05 g Tris-baze 
pH = 8,8 (uravnamo s HCl) 
destilirana H2O do 100 mL, filtriramo 
10 % NaDS 
10 g NaDS 
raztapljamo na 60 °C in ohladimo na sobno T 
destilirana H2O do 100 mL, filtriramo 
10 % APS 
60 mg amonijevega persulfata (APS) 
5 mL destilirane H2O  
(pripravimo dnevno sveže) 
30 % Akrilamid/Bis-akrilamid (29:1)  
Sigma-Aldrich, kataloška številka A3574 in  
Bio-Rad Laboratories, kataloška številka 1610156 
10 × Tris glicinski NaDS pufer  
25 mM Tris-baza 
192 mM glicin 
1 % NaDS 
pH = 8,3 (uravnamo s HCl) 
pred uporabo 10 × redčimo da dobimo 1× pufer 
Nanašalni pufer z barvilom 
»NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X)« 
Thermo Fisher Scientific, kataloška številka: NP0007 
Barvilo za barvanje proteinov v gelu 
»PageBlue™ Protein Staining Solution« 
Thermo Fisher Scientific, kataloška številka: 24620 
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Preglednica 7: Pufri in raztopine za agarozno gelsko elektroforezo DNA 
Pufer oz. raztopina Sestava 
1 × TBE (Tris, borova kislina, EDTA) 
89 mM Tris 
59 mM borova kislina 
2 mM EDTA 
v destilirani H2O 
Raztopina etidijevega bromida (10 mg/mL) 
100 mg etidijevega bromida 
destilirana H2O do 10 mL  
Nanašalno pufer (6 ×)  
0,25 % bromfenol modro (m/v) 
30 % glicerol  
0.25 % ksilencianol  
v destilirani H2O 
 
 
Preglednica 8: Pufri in raztopine za Western prenos in imunodetekcijo (»Western blot«) 
Pufer oz. raztopina Sestava 
WESTERN BLOT pufer 
100 mL 10 × Tris-Glicin NaDS pufra 
200 mL Metanola 
destilirana H2O do 1 L 
Pufer za SPIRANJE oz. »WASH buffer« (20 ×) 
58,44 g NaCl (1 M) 
24, 22 g Tris-Baze (200 mM) 
5 mL Tween 20 (40 %) 
pH = 7,4 (umerim s HCl) 
destilirana H2O do 1 L 
Pufer za RAZVIJANJE oz. »DEVELOPING buffer« 
3 g Tris-Baze (25 mM) 
8 g NaCl (137 mM) 
0,1 g Na2HPO4 (0,7 mM) 
destilirana H2O do 1 L 
PEROKSIDAZNI SUBSTRAT pri imunobarvanju 
15 mg 4-Cl-1-naftola raztopiš v  
5 mL metanola 
25 mL pufra za razvijanje 
100 µL peroksida (H2O2) 
4 % BSA (m/v) v pufru za SPIRANJE 
4 g BSA 
100 mL pufra za spiranje 
 
 









1 g ampicilina 
destilirana H2O do 10 mL  




0,5 g kloramfenikola 
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Preglednica 10: Raztopine za pripravo kemijsko kompetentnih celic E. coli  
Pufer oz. raztopina Sestava 
Raztopina MgCl2-CaCl2 
80 mM MgCl2 
20 mM CaCl2 
v Milli-Q vodi 
Pufer za shranjevanje kemijsko kompetentnih celic 
10 mM Tris-HCl (pH = 7) 
50 mM CaCl2 
10 % glicerol 
 
 
Preglednica 11: Sestava razvijalnih pufrov za DNazno aktivnost 
Pufer  Sestava 
ENOSTAVEN razvijalni pufer za DNazno aktivnost 
40 mM Tris-HCl (pH = 7,3) 
5 m M MgCl2 
5 mM CaCl2 
KOMPLEKSEN razvijalni pufer za DNazno aktivnost 
40 mM Tris-HCl (pH = 8) 
10 m M MgCl2 
5 mM CaCl2 
40 mM KCl 
1 mM ZnSO4 
1 mM Fe(NH4)-citrat 
0,1 mg/mL BSA 
5 mM MnCl 




Za raziskovalni del magistrskega dela smo uporabili dva organizma. Za čezmerno 
produkcijo proteinov smo uporabljali različne seve bakterije Escherichia coli (Preglednica 
12). Za poskuse na evkariontskih celicah smo uporabili endotelijske celice iz človeške 
popkovnične vene oziroma HUVEC (ang.: »human umbilical vein endothelial cells«). To 
so adherentne celice divjega tipa. Izolirajo jih iz popkovnice novorojenčkov. Celice imajo 
življenjsko dobo med 50 in 60 podvojitev populacije.  
 
Preglednica 12: Uporabljeni sevi E. coli  
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3.1.6 Plazmidi 
 
Preglednica 13: Uporabljeni plazmidi  
Plazmid Ključne lastnosti Uporaba 
pHis-Imu3 imu3 označen s 6×His, Ap
R
, T7 promotor 
Čezmerno izražanje in 
izolacija proteina Imu3 
pUsp4 usp označen s 6×His, imu1, imu2, imu3, Ap
R
, T7 promotor 
Čezmerno izražanje in 
izolacija proteina Usp 
pTHCG12U 




Čezmerno izražanje in 
izolacija proteina Usp-GFP 
pAG equII, Ap
R
, T7 promotor 
Izolacija kontaminant, ki 
jih izoliramo z Ni-NTA 
afinitetno kromatografijo 
*Vir: Plazmidi so bili pripravljeni na Katedri za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov 
(Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani). Geni usp in imu1-3 izhajajo iz uropatogenega seva E. coli 
TA211 (Inštitut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani). Otok 
patogenosti PAIusp je tipa IIa. 
 
3.1.7 DNA in proteinski velikostni standardi 
Slika 5: DNA in proteinske velikostne lestvice 
A – DNA velikostna lestvica λ/PstI na 1,5% agaroznem gelu (velikosti fragmentov so podane v baznih 
parih). B – Proteinska velikostna lestvica PageRuler Prestained Protein Ladder; kataloška številka 
#26616 in #26617 v Tris-glicinskem pufru na 4-20 % gelu (Thermo Scientific, ZDA). C - Proteinska 
velikostna lestvice SeeBlue Plus2; kataloška številka #LC5925 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) v različnih 
pufernih sistemih 
 
A C B 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Gojenje bakterijskih celičnih kultur 
 
Za gojenje bakterijskih celičnih kultur različnih sevov Escherichie coli smo navadno 
uporabljali gojišče Luria-Bretani Miller (LB). Luria-Bretani Miller gojišče vsebuje tripton 
(10 g/L), kvasni ekstrakt (5 g/L) in NaCl (10 g/L) ter ima pH 7. Za pripravo enega litra LB 
tekočega gojišča smo v približno 700 mL destilirane vode raztopili 25 g zmesi LB in 
raztopino z destilirano vodo dopolnili do volumna enega litra. Za pripravo trdnega gojišča 
LB smo v približno 700 mL destilirane vode, poleg 25 g zmesi LB, dodali še 15 g agarja, 
raztopino dobro premešali na magnetnem mešalu in z destilirano vodo dopolnili do enega 
litra. Gojišča smo avtoklavirali 15 minut na 121 °C. Tekoče LB gojišče smo najprej 
ohladili na želeno temperaturo (sobna temperatura oziroma 37 °C) in mu pred uporabo po 
potrebi dodali ustrezen antibiotik. Raztopino za LB trdno gojišče smo po sterilizaciji v 
vodni kopeli ohladili na 55 °C, po potrebi dodali želen antibiotik, ga premešali na 
magnetnem mešalu in v laminariju gojišče razlili v plastične petrijevke. Plošče smo zaprli 
in počakali, da se je gojišče strdilo. Nato smo jih sušili čez noč na 37 °C in jih do uporabe 
shranili na 4 °C. 
 
Za pripravo kemijsko kompetentnih celic E. coli smo uporabljali tekoče SOB gojišče (ang. 
»super optimal broth«). SOB gojišče vsebuje kvasni ekstrakt (5 g/L), tripton (20 g/L), 
NaCl (0,5 g/L), KCl (186 mg/L) in MgCl2 (960 mg/L) ter ima pH 7. Pripravili smo ga iz 
kupljene zmesi za SOB gojišče. V približno 700 mL destilirane vode smo raztopili 26,64 g 
zmesi za SOB, z destilirano vodo dopolnili do enega litra in gojišče avtoklavirali 15 minut 
na 121 °C. Gojišče smo ohladili in uporabili za pripravo kemijsko kompetentnih celic. 
 
Prekonočne bakterijske kulture različnih sevov Escherichie coli smo pripravili tako, da 
smo v 20-25 ml sterilnega tekočega gojišča LB v erlenmajerici, ki smo mu po potrebi 
dodali antibiotik, precepili 1 kolonijo iz trdnega LB gojišča. Kulturo smo preko noči 
inkubirali na želeni temperaturi s stalnim stresanjem (180 obr/min). Naslednje jutro smo jo 
uporabili za nadaljnje delo – izolacija plazmidne DNA, čezmerno izražanje proteinov, 
pripravo kemijsko komeptentnih celic… 
 
Koncentracijo bakterijskih celic v tekočem gojišču smo med rastjo spremljali s pomočjo 
spektrofotometra. Merili smo optično gostoto (ang. »optical density« — OD) kulture pri 
valovni dolžini 600 nm (OD600). Ko je OD600 enak 1 je koncentracija bakterijskih celic v 




Bakterije smo na petrijevo ploščo z LB trdnim gojiščem nacepili bodisi s pomočjo eze za 
enkratno uporabo (iz bakterijskih trajnikov na −80 °C ali iz drugih plošč), bodisi s pomočjo 
sterilnih steklenih kroglic (razmaz transformiranih bakterijskih celic). 
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3.2.2 Izolacija plazmidne DNA iz bakterijske kulture 
 
Plazmidno DNA smo iz bakterij izolirali s pomočjo »QIAprep Spin Miniprep« kompleta in 
mikrocentrifuge. Izolirali smo jo bodisi iz biomase prekonočne bakterijske kulture, zbrane 
s centrifugiranje, bodisi iz biomase, ki smo jo s pomočjo eze postrgali iz petrijeve plošče. 
Pri izolaciji smo sledili protokolu proizvajalca, ki je napisan v »QIAprep Miniprep 
Handbook« (Qiagen, 2012). 
 
3.2.3 Vnos DNA v bakterijske celice 
 
Za vnos plazmidne DNA v celice različnih sevov E. coli smo uporabili metodo 





ioni ter DNA vanje vnesli s pomočjo toplotnega šoka. Najprej smo tekoče SOB gojišče 
inokulirali z 1 % prekonočne kulture izbranega seva E. coli. Kulturo smo gojili na 37 °C s 
stalnim stresanjem (180 obr/min) do optične gostote OD600 = 0,4-0,5. Nato smo kulturo 
ohladili na ledu in 50 mL centrifugirali v ledeno hladni sterilni centrifugirki (27000 ×g, 10 
minut, 4 °C). Zbrani biomasi smo dobro odstranili supernatant (gojišče) in jo nežno 
resuspendirali v 50 mL ledeno hladne raztopine MgCl2-CaCl2. Ponovno smo centrifugirali 
(27000 ×g, 10 minut, 4 °C) in odstranili supernatant. Biomaso v peletu smo nežno 
resuspendirali v 2 mL pufra za shranjevanje kemokompetnetnih celic. Tako pripravljene 
kompetentne celice smo razdelili po 100 µL v 1,5 mL mikrocentrifugirke, jih zamrznili v 
tekočem dušiku in jih do uporabe shranili na −80 °C. 
 
Pred samo transformacijo, smo celice odmrznili na sobni temperaturi, jih dali na led in 
dodali 1 µL raztopine plazmidne DNA oziroma ligacijsko zmes (10 µL). Sledila je 15 
minutna inkubacija na ledu, nato pa temperaturni šok: najprej topla vodna kopel (42 °C, 90 
sekund), nato pa ponovna inkubacija na ledu (2 minuti). Po toplotnem šoki smo celicam 
dodali 1 mL SOB gojišča in jih nato inkubirali na 37 °C – 10 minut v vodni kopeli, nato še 
35 minut na stresalniku (180 obr/min). Po inkubaciji smo kulturo s centrifugiranjem 
skoncentrirali in razmazali na LB agarno ploščo z ustreznim antibiotikom za selekcijo 
plazmida. 
 
3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza je osnovna metoda za ločevanje DNA fragmentov po 
velikosti, hkrati pa lahko z njo ocenimo tudi njihovo koncentracijo. S koncentracijo 
agaroze v gelu uravnavamo velikost por in s tem območje velikosti DNA molekul, kjer je 
ločba teh optimalna. V gelih z višjimi koncentracijami agaroze se bolje ločijo krajši 
fragmenti, medtem ko se v gelih z manjšim odstotkom agaroze lepše ločijo veliki 
fragmenti DNA. Koncentracija agaroze v gelu se podaja v odstotkih (w/v). 
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Gel za agarozno gelsko elektroforezo smo pripravili s pufrom TBE. V stekleno 
erlenmajerico smo natehtali ustrezno maso agaroze in dodali 30 mL pufra TBE. 
Erlenmajerico smo dobro zaprli z aluminijasto folijo in gel 20 minut vreli v vodni kopeli 
na indukcijskem kuhalniku. Raztopljen gel smo ohladili na ≈ 50 °C, mu dodali 2 µL 
raztopine etidijevega bromida in ga razlili v nosilec za gel z glavničkom za jamice. 
Počakali smo, da se je gel strdil, odstranili glavniček za jamice in gel v nosilcu premestili v 
banjico za agarozno gelsko elektroforezo. Banjico smo napolnili s pufrom TBE, v jamice 
odpipetirali DNA lestvico in vzorce DNA. Banjico smo pokrili s pokrovom in jo priključili 
na vir napetosti. Pazili smo, da je bila katoda (−) na strani jamic, anoda (+) pa na strani, 
kamor potuje DNA. DNA zaradi svojega negativnega naboja potuje proti anodi, ki je 
nabita pozitivno. Ločevanje je potekalo pri konstantni napetosti 120 V. Etidijev bromid se 
veže na DNA in po obsevanju z UV svetlobo seva oranžno. Zato smo za vizualizacijo 
DNA, gel s transluminatorjem obsevali z UV svetlobo. Primerjali smo dolžine DNA 
fragmentov v vzorcih s fragmenti v DNA lestvici.  
 
3.2.5 Pridobivanje rekombinantnih proteinov 
 
Rekombinantne proteine smo pridobivali v različnih sevih E. coli. Uporabljali smo seve 
BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLysE in MG1655 (DE3), ki omogočajo T7 sistem za izražanje. 
DE3 sevi imajo kromosomsko kopijo RNA polimeraze bakteriofaga T7, ta pa je pod 
nadzorom lac promotorja. Ko je induciran lac promotor, se izrazi T7 polimeraza. Ta začne 
s transkripcijo genov, ki so pod nadzorom T7 promotorja. T7 promotor se v našem primeru 
nahaja na vektorju za izražanje – vsi rekombinantni proteini so bili v vektorju za izražanje 
pod nadzorom T7 promotorja. Lac promotor smo inducirali z dodatkom IPTG (izopropil-β-
D-1-tiogalaktopiranozid) v bakterijsko kulturo. IPTG je analog alolaktoze in se zato veže 
na represor in ga deaktivira. 
 
Najprej smo v izbran sev s pomočjo transformacije prenesli plazmid z zapisom za 
rekombinatni protein. Za produkcijo proteinov smo iz prekonočne kulture tega seva 
pripravili 1 % inokulum v izbrano tekoče LB gojišče z antibiotikom. Kulturo smo gojili na 
izbrani temperaturi in s stalnim stresanjem (180 obr/min). Ko je kultura dosegla ustrezno 
rastno fazo (OD600 = 0,4-0,6), smo čezmerno produkcijo proteina sprožili z dodatkom 
izbrane koncentracije IPTG. Kulturo smo gojili še 3-4 ure in za tem s centrifugiranjem 
zbrali bakterijsko biomaso. Najprej smo kulturo centrifugirali 15 minut, pri ≈4400 ×g, na 4 
°C, nato pelet celic resuspendirali v sterilni fiziološki raztopini (0,9 % NaCl; w/v), prenesli 
v manjšo centrifugirko in ponovno centrifugirali (15 min, ≈8400 ×g, 4 °C). Odstranili smo 
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3.2.6 Izolacija proteinov z oznako 6×His  
 
Za lažjo izolacijo proteinov, so jim že med postopkom izdelave vektorjev za izražanje na 3' 
ali 5' konec dodali zapis za oznako 6×His. Takšne čezmerno producirane proteine smo nato 
iz bakterijske biomase izolirali s pomočjo imobilizirane kovinske afinitetne kromatografije 
(ang. »immobilized metal affinity chromatography« — IMAC). Uporabili smo tehnologijo 
z nikelj-nitrilotriocetno kislino (ang. »nickel-nitrilotriacetic acid« — Ni-NTA). Nikelj je 
vezan na nitrilotriocetno kislino (NTA) s štirimi od šestih vezavnih mest. Tako dve vezavni 
mesti Ni ostaneta na voljo za vezavo s histidinskimi ostanki oznake 6×His. Ker so vezi 
med Ni in NTA močne, je ta metoda izolacije proteinov zelo prilagodljiva. Možna je tudi v 
prisotnosti denaturantov in detergentov (Bornhorst in Falke, 2000). Uporabili smo 
stacionarno fazo proizvajalca Qiagen, kjer je Ni-NTA vezna na agarozo (Sepharose CL-
6B) (Qiagen, 2003). 
 
Pri izolaciji smo uporabljali pufre z različnimi koncentracijami imidazola. Imidazolni 
obroč je del histidina in preko tega obroča se histidin veže na nikljeve ione. Z nizkimi 
koncentracijami imidazola v pufru preprečimo nespecifične vezave proteinov z nizko 
afiniteto za Ni-NTA agarozo. Zato imidazol vsebujeta že pufer za lizo (10 mM) in pufer za 
spiranje (20 mM), v mnogo višji koncentraciji (250 mM) pa je prisoten v elucijskem pufru. 
Vsi pufri za izolacijo z Ni-NTA so vsebovali tudi 20 mM β-merkaptoetanol (β-ME). Ta je 
reducent, zato prepreči nastanek disulfidnih vezi med proteini. S tem smo skušali preprečiti 
vzporedno izolacijo drugih proteinov, ki bi drugače lahko tvorili komplekse z našim 
proteinom in se posledično skupaj z njim tudi izolirali (Qiagen, 2003). 
 
Proteine z oznako 6×His smo izolirali po protokolih prirejenih po »The QIAgen 
Expressionist« (Qiagen, 2003). Izolirali smo jih pod nativnimi pogoji, torej le tiste, ki so 
bili prisotni v topni frakciji bakterijskega lizata in so bili pravilno zviti (sekundarna in 
terciarna oblika). Celično biomaso za izolacijo proteina smo najprej odmrznili na ledu. 
Pufru za lizo smo dodali lizocim (1 mg/mL), RNazo (10 µg/mL) in proteazne inhibitorje (1 
tableta/50 mL). Uporabili smo 2 mL hladnega pufra za lizo na približno 1 g biomase. 
Biomaso smo v njem dobro resuspendirali nato pa 1 uro počasi mešali na magnetnem 
mešalu pri 4 °C. Sledilo je razbijanje biomase z ultrazvokom na ledu – 15 s pulz in 15 s 
premor, pri 60 % amplitudi, 10 minut. Lizat smo centrifugirali 20 minut pri ≈20000 ×g in 4 
°C. Supernatant je predstavljal topno frakcijo lizata in iz njega smo izolirali rekombinantne 
proteine. Prenesli smo ga v ultracentrifugirko in ga še ultracentrifugirali (30 minut, 
≈140000 ×g, 4 °C). S tem smo iz topne frakcije še dodatno odstranili nečistoče, ki bi lahko 
ovirale izolacijo. Supernatantu smo zatem dodali Ni-NTA agarozo, ki smo jo predhodno 
dobro sprali s pufrom za lizo in tako odstranili etanol v katerem se agaroza shranjuje. 
Količina dodane agaroze, je bila odvisna od pričakovane količine rekombinantnega 
proteina. 1 mL Ni-NTA agaroze lahko namreč veže med 5 in 10 mg proteina.  
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Mešanico topne frakcije lizata in Ni-NTA agaroze smo nato 1 uro počasi mešali pri 4 °C. 
Ta čas so se s 6×His označeni proteini vezali na agarozo oziroma nikelj na njej. Sledilo je 
čiščenje in izolacija rekombinantnega proteina. Vsi koraki so bili izvedeni na 4 °C. 
Mešanico smo po inkubaciji prenesli v Poly-Prep
 
kromatografsko kolono. Nastavili smo 
razmeroma počasen pretok skozi njo (≈5 kapljic/min). Najprej smo počakali, da se je 
agaroza posedla na dno in da je iz nje iztekla topna frakcija lizata – frakcija nanos na 
kolono (ang. »flow through«) . Nato smo agarozo sprali z 10 mL pufra za lizo, sledilo je še 
spiranje z 20 mL pufra za spiranje – frakcija spiranje (ang. »wash«). S pufrom za lizo smo 
odstranili ostanke topne frakcije, ki se niso vezali na agarozo. Pufer za spiranje pa je zaradi 
višje koncentracije imidazola izplaknil nespecifično in zato šibkeje vezane proteine. 
Sledilo je izpiranje s 6×His označenega rekombinantnega proteina iz Ni-NTA agaroze. Iz 
nje smo ga eluirali s pomočjo pufra za elucijo. Uporabili smo 9 mL, ki smo jih razdelili na 
manjše dele oz. frakcije – frakcija elucija (ang. »elution«). 
 
3.2.7 Dializa in koncentriranje proteinov 
 
Po izolaciji proteinov smo pufer za elucijo s pomočjo dialize zamenjali za drug izbran 
pufer. Proteine smo dializirali v Slide-A-Lyzer dializnih kasetah različnih volumnov in 
različnih izključitvenih molekulskih mas (ang. »molecular weight cutoff« — MWCO), 
odvisno od velikosti proteina in volumna vzorca. 
 
Za dializo v dializnih kasetah smo v dializnem pufru najprej hidrirali membrano (30 
sekund) in jo nato dobro odcedili. S pomočjo plastične brizge z injekcijsko iglo smo vzorec 
preko za to namenjenega žleba v kotu kasete vnesli v dializno kaseto. Na kaseto smo 
namestili bojo in jo dali v čašo z dializnim pufrom. Proteine smo dializirali pri 4°C s 
konstantnim mešanjem pufra na magnetnem mešalu. Dializni pufer smo vmes večkrat 
zamenjali s svežim. Po končani dializi smo s svežo brizgo in injekcijsko iglo vzorec vzeli 
iz dializne kasete in ga centrifugirali (15 minut, ≈16000 ×g, 2 °C). V peletu so se nahajali 
morebitni oborjeni proteini, supernatant pa je predstavljal vzorec proteina, ki smo ga 
uporabili za nadaljnje delo. 
 
V primeru, da je bilo potrebno koncentriranje proteinskega vzorca, smo to storili kar v 
dializni kaseti. Po ali pred dializo proteina. Kaseto smo prestavili v 40 % PEG 20000 
pripravljen v Milli-Q vodi (w/v). Spremljali smo volumen vzorca v kaseti in ko se je ta 
dovolj zmanjšal, smo proteinski vzorec vzeli iz kasete oziroma ga dializirali v želenem 
pufru. 
 
Za dializo in koncentriranje manjših volumnov raztopin proteinov smo uporabljali Amicon 
Ultra filtre za centrifugo ustrezne MWCO za naš protein. Pri dializi in koncentriranju smo 
sledili navodilom proizvajalca. 
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3.2.8 NaDS-PAGE proteinov 
 
NaDS-PAGE oziroma poliakrilamidna gelska elektroforeza ob prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata (NaDS) je osrednja metoda za analizo proteinskih zmesi. Z njo ločujemo 
proteine glede na njihovo molekulsko maso. Zelo je uporabna za preverjanje čistosti 
izolata med izolacijo proteinov, oceno velikosti in količine proteinov v vzorcu. Temelj 
elektroforeze je potovanje nabitih molekul skozi matriks v električnem polju. Osnova za 
NaDS-PAGE gel sta monomera akrilamid in bisakriamid. Njuna kopolimerizacija poteče 
ob prisotnosti prostih radikalov. Vir prostih radikalov sta bila v našem primeru APS in 
TEMED. Tako monomera polimerizirata v poliakrilamidni matriks. NaDS je detergent, ki 
denaturira proteine. Na visoki temperaturi ob njegovi prisotnosti proteini disocirajo na 
polipeptidne enote, ki se obdajo z detergentom. Vezava NaDS na proteine je sorazmerna z 
maso proteina in je neodvisna od njegove aminokislinske sestave. Po vezavi NaDS je 
protein razvit na nivo primarne strukture, kompleks z detergentom pa je paličaste oblike. 
Dolžina kompleksa protein-NaDS je v grobem sorazmerna z molekulsko maso proteina. 
Tako so vsi proteini negativno nabiti in imajo podobno gostoto naboja, zato se v gelu 
ločujejo le glede na maso (Shi in Jackowski, 1998). 
  
NaDS-PAGE gel je bil sestavljen iz dveh delov – nanašalnega in ločevalnega gela. 
Nanašalni gel predstavlja zgornji gel, v katerem so jamice za vzorce. Ta vsebuje nižji 
odstotek poliakrilamida in zaradi manjše zamreženosti omogoča skoncentriranje vzorca v 
ozek pas, preden ta vstopi v ločevalni gel. Tako vsi proteini v vzorcu v ločevalni gel 
vstopijo hkrati in so posledično lepše ločeni – boljša resolucija. 
 
Preglednica 14: Priprava raztopine ločevalnega 10 % NaDS-PAGE gela 
Raztopina Volumen (µL) Opombe 
Milli-Q voda 1426 
APS in TEMED smo dodali tik pred 
vlivanjem gela v model.  
30 % Akrilamid/Bis-akrilamid (29:1) 1334 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 1000 
10 % NaDS 40 
10 % APS 200 
TEMED 0,5 
* količine za pripravo enega gela 
 
Preglednica 15: Priprava raztopine nanašalnega 3 % NaDS-PAGE gela 
Raztopina Volumen (µL) Opombe 
Milli-Q voda 1380 
APS in TEMED smo dodali tik pred 
vlivanjem gela v model.  
30 % Akrilamid/Bis-akrilamid (29:1) 200 
0,5 M Tris-HCl pH 6,8 250 
10 % NaDS 20 
10 % APS 150 
TEMED 2 
* količine za pripravo enega gela 
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Za pripravo gela smo v stojalo vpeli krovno in distančno steklo in tako pripravili model za 
vlivanje gela. Najprej smo vanj vlili ≈5 mL ločevalnega gela. Nanj smo dodali nekaj Milli-
Q vode in počakali 20-30 minut, da je gel polimeriziral. Odstranili smo vodo in nad 
ločevalni gel vlili še nanašalni gel ter vanj vstavili glavniček za jamice za vzorce. Za 
pripravo raztopin za nanašalni in ločevalni gel glej preglednici zgoraj (Preglednica 14 in 
Preglednica 15). V primeru priprave ločevalnega gela z drugačnim odstotkom 
poliakrilamida smo dodali ustrezno drugačen volumen raztopine 30 % Akrilamid/Bis-
akrilamid (29:1) in ustrezno zmanjšali oz. povečali volumen dodane Milli-Q vode. 
Uporabljali smo tudi komercialne gele: »NuPAGE 3-8% Tris-Acetate«, »NuPAGE 4-12% 
Bis-Tris« in »NuPAGE 12% Bis-Tris« gele. 
 
Vzorcem za NaDS-PAGE smo pred nanosom na gel dodali 4 × »NuPAGE LDS« nanašalni 
pufer – tretjino volumna vzorca, tako da je bil v raztopini z vzorcem nanašalni pufer 1 ×. 
Vzorce smo nato 5 minut kuhali v vodni kopeli na indukcijskem kuhalniku, jih na hitro 
centrifugirali ter jih ohladili na ledu. Nanašalni pufer vsebuje barvili Coomassie G250 in 
fenol rdeče, glicerol in litijev dodecil sulfat (LDS) ter ima pH 8,4. Barvili obarvata vzorec 
in ga skupaj z glicerolom obtežita. To nam olajša nalaganje vzorca v jamice gela. 
Coomassie G250 v gelu potuje zelo blizu ionske fronte in nam služi kot vodilo, kdaj 
prekiniti ločevanje. LDS pa je anionski detergent, njegova funkcija je enaka funkciji 
NaDS, vendar se LDS ne obarja pri nižjih temperaturah. 
 
Iz gela smo odstranili glavniček in gel vpeli v mehanizem banjice za NaDS-PAGE. V 
banjico smo vlili 1 × NaDS pufer (oziroma 1 × MES za komercialne gele) ter s pomočjo 
avtomatske pipete vnesli vzorce in proteinsko standardno lestvico v jamice gela. Banjico 
smo pokrili s pokrovom in jo priključili na vir napetosti. Proteine smo ločevali pri stalni 
napetosti 120 V, toliko časa, da je fronta (Coomassie G250) dosegla spodnji rob gela. Gel 
smo dali ven iz steklenih nosilcev. V primeru uporabe gela za Western prenos smo takoj po 
končani elektroforezi sledili postopku za prenos na membrano (glej poglavje 3.2.9). Za 
barvanje proteinov pa smo gel najprej dobro sprali v destilirani vodi, da smo iz njega 
odstranili NaDS. Sledilo je barvanje v »PageBlue Protein Staining Solution« (1 ura) in 
ponovno spiranje v destilirani vodi. 
 
3.2.9 Western prenos in imunodetekcija proteinov 
 
Western prenos skupaj z imunodetekcijo je pomembna metoda za identifikacijo točno 
določenih proteinov v kompleksni zmesi. Metoda sestoji iz treh osnovnih korakov – 
ločevanja proteinov glede na velikost (NaDS-PAGE), prenos teh na trdni nosilec (PVDF 
membrano) in označevanja tarčnega proteina s primarnimi in sekundarnimi protitelesi. 
 
Proteine smo glede na molekulsko maso ločili z NaDS-PAGE. Za postopek priprave gela 
in ločevanje proteinov glej poglavje 3.2.8. Gel smo takoj po ločevanju uporabili za 
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Western prenos. Iz gela smo proteine prenesli na polivilinidfluoridno (PVDF) membrano. 
Membrano smo obrezali na velikost gela in jo aktivirali v 100 % metanolu (20 s). 
Membrano, filter papirje in blazinici smo 15 minut namakali v »Western blot« pufru. V 
njem smo 2 minuti ekvibrilirali tudi NaDS-PAGE gel. Sledilo je zlaganje sendviča v kaseto 
za Western prenos. Cel postopek je potekal v banjici z »Western blot« pufrom. Zložili smo 
sendvič iz blazinic, več plasti filter papirja, gela in membrane. Pazili smo, da med plastmi 
niso ostajali zračni mehurčki. Gel je bil na strani katode (−), membrana pa na strani anode 
(+). Kaseto s tem sendvičem smo vstavili v banjico za Western prenos, dodali hladilno 
enoto in dolili »Western blot« pufer. Prenos je nato potekal 90 minut pri konstantnem toku 
150 mA. 
 
Membrano smo po prenosu proteinov nanjo najprej blokirali. Blokada je potekala v 4 % 
BSA v »wash« pufru, stresanje 2 uri na sobni temperaturi oziroma čez noč na 4 °C. To je 
zelo pomemben korak, v katerem BSA zasiči prosta mesta na membrani in tako prepreči 
vezavo primarnih in sekundarnih protiteles nanje. Sledilo je spiranje z »wash« pufrom, 
trikrat po 10 minut na stresalniku. Naslednji korak je bila vezava primarnih protiteles. 
Pripravili smo raztopino primarnih protiteles v 4 % BSA v »wash« pufru v razmerju 
1:1000 (v/v). V njej smo inkubirali membrano – stresanje 2 uri na sobni temperaturi 
oziroma čez noč na 4 °C. Ponovno smo membrano sprali z »wash« pufrom, trikrat po 10 
minut na stresalniku, nato pa nanjo vezali sekundarna protitelesa. 10000-krat razredčena 
raztopina sekundarnih protiteles je bila pripravljena v »wash« pufru s 4 % BSA. Vezava je 
potekala ob stalnem stresanju 2 uri na sobni temperaturi. Nato smo membrano sprali z 
»wash« pufrom, trikrat po 10 minut na stresalniku. Membrana je bila tako pripravljena za 
imunobarvanje oziroma razvijanje v peroksidaznem substratu. V njem smo jo ob stalnem 
stresanju inkubirali približno 30 minut, za tem pa reakcijo prekinili v destilirani vodi. 
 
Uporabljali smo anti-His in anti-Usp primarna protitelesa in sekundarna protitelesa 
konjugirana s hrenovo peroksidazo (kozja proti-mišja IgG protitelesa konjugirana s 
hrenovo peroksidazo oziroma ang. »goat anti-mouse IgG antibody, HRP conjugated«). 
Sekundarna protitelesa se vežejo na primarna, ta pa lahko zaradi konjugirane hrenove 
peroksidaze zaznamo. Hrenova peroksidaza reagira z vodikovim peroksidom, ta pa nato 
reagira z 4-kloro-1-naftolom. Oba se nahajata v peroksidaznem substratu. Tako nastane 
črno-moder končni produkt, ki se obori poleg imobilizirane peroksidaze. Zato se obarvajo 
le mesta na membrani, kjer so tarčni proteini na katere so se vezala primarna in nato 
posledično sekundarna protitelesa. Črno-modro obarvana mesta tarčnih proteinov lahko 
vidimo kar s prostim očesom. 
 
3.2.10 Tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (FPLC) 
 
Tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. »fast protein liquid 
chromatography« — FPLC) je ena izmed tekočinskih kromatografij, ki se pogosto 
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uporablja za ločevanje in čiščenje zmesi proteinov. Stacionarna faza se nahaja v pakirani 
koloni – debela cevka napolnjena s trdnimi delci mikrometrskih velikosti ali majhnimi 
kroglicami iz gela. Mobilna faza je vodna raztopina oziroma pufer. Pretok mobilne faze 
skozi sistem in kolono je navadno konstanten in ga nadzira črpalka. Mobilna faza je lahko 
ves čas ločevanja enaka, lahko pa spreminja sestavo, tako da črpalka tekom ločevanja meša 
dva pufra v različnih razmerjih. Proteini se lahko v koloni ločujejo le po velikosti, lahko pa 




Slika 6: Reprezentativni FPLC kromatogram na koloni Supradex 200 10/300 GL. 
Mobilna faza: 50 mM fosfatni pufer, 150 mM NaCl, pH 7; pretok 0,4 mL/min; volumen vzorca: 500 µL; UV 
detektor (280 nm). 1 – tiroglobulin (669 kDa); 2 – feritin (440 kDa); 3 – BSA (67 kDa); 4 – β-laktoglobulin 
(35 kDa), 5 – ribonukleaza A (13,7 kDa); 6 – citokrom C (13,6 kDa); 7 – aprotinin (6,512 kDa); 8 – vitamin 
B12 (1,355 kDa). 
 
Mi smo uporabili sistem Äkta FPLC UPC-90 P-920 skupaj s kolono SUPERDEX 200 
10/300 GL (GE Helathcare Life Science, Velika Britanija). Kolona je predhodno pakirana 
s približno 24 mL zamrežene agaroze in dekstrana, velikost delcev je 10 × 300-310 mm. 
Proteine smo ločevali le glede na njihovo velikost, za mobilno fazo smo uporabili 50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 10 % glicerol, pH 7,4 (pufer za FPLC). Najprej smo 
sistem in kolono dobro sprali z Milli-Q vodo in s pufrom za FPLC. Nato smo začeli z 
nanosom vzorca in ločevanjem proteinov v njem. Ločevali smo z Ni-NTA afinitetno 
kromatografijo izolirane proteine. Uporabili smo frakcije elucij z najvišjimi 
koncentracijami želenega proteina. Pred ločevanjem smo elucije dializirali v pufer za 
FPLC in jih skoncentrirali. Na kolono smo na enkrat injicirali 0,5 mL takšnega vzorca. 
Ločevanje je potekalo pri konstantnem pretoku 0,5 mL/min. Za zaznavanje koncentracije 
proteinov po izhodu iz kolone smo uporabljali UV detektor, ki je merili absorbanco pri 
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valovni dolžini 280 nm. Frakcije po 0,4 mL pa smo zbirali s pomočjo avtomatskega 
zbiralnika frakcij (Äkta Frac-900). Sistem in zbiralnik frakcij smo upravljali in nadzorovali 
preko računalnika s programom Unicorn 5.11. V njem smo spremljali tudi odziv UV 
detektorja med ločevanjem. Izbrane frakcije smo nato analizirali še z NaDS-PAGE. 
 
3.2.11 Meritev in ocena koncentracije proteinov 
 
Koncentracijo izoliranih proteinov smo najprej ocenili s pomočjo NaDS-PAGE. S to 
metodo smo hkrati ocenili tudi čistost proteinskega izolata – koliko kontaminant oziroma 
drugih proteinov smo izolirali skupaj z želenim proteinom. Nato smo vzorec po potrebi 
koncentrirali. Za bolj natančno meritev koncentracije proteinov smo uporabili 
spektrofotometer NanoDrop 1000. Velika prednost tega spektrofotometra je, da za meritev 
potrebuješ le 1-2 µL vzorca. Najprej smo merilni podstavek dobro očistili in nanj nanesli 2 
µL Milli-Q vode in pustili da se je inštrument kalibriral. Nato smo določili slepo raztopino 
(»blank«). Slepa raztopina je pufer v katerem so se nahajali proteini. Tako smo inštrument 
pripravili na meritev naših vzorcev. Na očiščen merilni podstavek smo nanesli 2 µL vzorca 
in izmerili absorbanco na izbrani valovni dolžini, program pa nam je glede na nastavljene 
vrednosti izračunal koncentracijo proteinov v vzorcu in jo podal v mg/mL. 
 
3.2.12 In vitro test DNazne aktivnost s pomočjo agarozne gelske elektroforeze 
 
Za preverjanje DNazne aktivnosti celotnega izolata proteinov smo v 1,5 mL 
mikrocentrifugirki pripravili reakcijsko zmes. Osnova zanjo je bil »FastDigest Green 
Buffer« (Thermo Scientific). Dodali smo lambda DNA in proteinski vzorec, sledila je 
inkubacija v vodni kopeli na 37 °C. Čas inkubacije oz. potekanja reakcije smo spreminjali 
(5 do 60 minut). Po končani reakcijo smo to prekinili z nizko temperaturo (led, 4 °C). 
Celotno reakcijsko zmes smo nanesli na agarozni gel in izvedli elektroforezo (za pripravo 
gela in potek elektroforeze glej poglavje 3.2.4).  
 
3.2.13 In vitro test DNazne aktivnost s pomočjo NaDS-PAGE z vključeno DNA 
 
Da smo preverili DNazno aktivnost točno določenih proteinov, smo pripravili NaDS-
PAGE gel v katerega smo med pripravo dodali DNA. Najprej smo pripravili raztopino 
DNA izolirane iz telečjega priželjca (Calf Thymus DNA, Sigma-Aldrich, ZDA). Na vodni 
kopeli pri 42 °C smo 48 ur raztapljali 5 mg/mL DNA v 10 mM Tris-HCl (pH 8), vmes smo 
raztopino večkrat premešali na vibracijskem mešalniku. To raztopino DNA smo nato 
uporabili za pripravo NaDS-PAGE gela. Ločevalni gel smo pripravili po navodilih v 
preglednici (Preglednica 16), nanašalni gel pa je enak kot za navaden NaDS-PAGE gel 
(Preglednica 15). Vlivanje gelov, priprava vzorcev in ločevanje proteinov je potekalo 
enako kot je opisano v poglavju 3.2.8.  
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Preglednica 16: Priprava raztopine ločevalnega 7,5 % NaDS-PAGE gela z dodano DNA 
Raztopina Volumen (µL) Opombe 
Milli-Q voda 1760 DNA raztapljamo 2-3 ure na 42 °C (vodna kopel); 
vmes večkrat premešamo na vibracijskem 
mešalniku, nato ohladimo na sobno temperaturo 
1,5 M Tris-HCl pH 8,8 1000 
DNA (5 mg/mL) 40 
BSA (20 mg/mL) 2 
APS in TEMED smo dodali tik pred vlivanjem gela 
v model. 
30 % Akrilamid/Bis-akrilamid 
(29:1) 
1000 
10 % NaDS 40 
10 % APS 200 
TEMED 0,5 
 * količine za pripravo enega gela 
 
Po končanem ločevanju smo gel najprej zelo dobro sprali z destilirano vodo – približno 2 
uri, vmes smo vodo večkrat zamenjali. Sledila je inkubacija v razvijalnem pufru za 
DNazno aktivnost. Po 30 minutah smo pufer zamenjali s svežim in v njem gel inkubirali 
čez noč. Inkubacija v razvijalnem pufru za DNazno aktivnost je potekala pri 37 °C. Gel 
smo naslednji dan sprali v destilirani vodi in DNA v njem pobarvali z etidijevim 
bromidom. Uporabili smo raztopino etidijevega bromida v destilirani vodi s koncentracijo 
0,5 µg/mL. V njej smo gel inkubirali 1 uro. Nato smo gel sprali v destilirani vodi in gel 
slikali pod UV svetlobo. Sledilo je barvanje v »PageBlue Protein Staining Solution« (1 
ura) in ponovno spiranje v destilirani vodi. 
 
3.2.14 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
 
Površinska plazmonska resonanca (ang. »surface plasmon resonance« — SPR) je metoda s 
katero merimo medsebojne interakcije bioloških makromolekul. Površinsko plazmonsko 
resonanco merimo s pomočjo refraktometra. Sistem je sestavljen iz senzorskega čipa, 
detektorja in mikrotekočinskega sistema. Merimo intenziteto odbite svetlobe na meji med 
optično prizmo in senzorskim čipom. V primeru vezave molekul na površino čipa se 
spremeni intenziteta odbite svetlobe pri natančno definiranem vpadnem kotu. To 
spremembo imenujemo površinska plazmonska resonanca. Detektor meri intenziteto 
svetlobe pod točno določenim fiksnim kotom, njegovi odzivi pa nam izrišejo senzogram – 
graf spremembe intenzitete svetlobe v času. Na senzorski čip lahko vežemo različne 
makromulekule in nato spremljamo vezavo drugih makromolekul nanje.  
 
Mi smo spremljali vezavo proteinov na DNA. SPR analizo smo izvedli na aparatu Biacore 
X. Nosilni pufer je bil 10 mM HEPES, 70 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2, 0,1 g/mL BSA, pH 
7,4. Uporabili smo Sensor chip L1 s sidrom 5'-CGCTCCGAGTAGTAAC-3' na katerega 
smo najprej vezali DNA box4 wt (dolžine70 bp). Proteini so bili v naslednjem pufru: 20 
mM HEPES, 140 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH 7,4 (pufer za SPR). V mikrotekočinski 
sistem smo injicirali 100 µL raztopine proteina, ki smo ga predhodno redčili do želene µM 
koncentracije. Spremljali smo vezavo proteinov na čip z DNA (specifična in nespecifična 
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vezava hkrati), vzporedno pa tudi nespecifično vezavo na prazen čip. Razlika med 
vezavama na oba čipa predstavlja interakcijo med DNA in proteinom. 
 
3.2.15 Gojenje evkariontskih celičnih kultur 
 
Evkariontske celične kulture smo gojili v gojišču DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium) z dodanim 10 % fetalnim govejim serumom (ang. »fetal bovine serum« – FBS ) 
L-glutaminom, glukozo (4,5 g/L) in natrijevim bikarbonatom (3,7 g/L). Gojenje je 
potekalo v inkubatorju pri temperaturi 37 °C s povišanim CO2 (5 %). Vso rokovanje z 
evkariontskimi celičnimi kulturami je potekalo v sterilnem okolju. S celicami smo delali v 
laminariju, ki smo ga sterilizirali z UV lučjo in 70 % etanolom. Vse predmete smo pred 
vnosom v laminarij razkužili s 70 % etanolom. Prav tako so bile sterilne vse raztopine, ki 
smo jih uporabljali pri gojenju in presajanju celic. Sterilizirali smo jih z avtoklaviranjem 
(121 °C, 15 minut) ali pa s filtriranjem.  
 
Celice smo imeli trajno shranjene v kriovialkah v tekočem dušiku, zato jih je bilo pred 
začetkom gojenja potrebno pravilno odtaliti. Najprej smo kriovialko 2 minuti inkubirali v 
vodni kopeli na 37 °C. Zatem smo celicam dodali 9 mL ogretega (37 °C) gojišča, 
premešali, nato pa kulturo centrifugirali (5 minut, 100 ×g). Odsesali smo supernatant in 
celice resuspendirali v 1 mL gojišča. Nato smo jih prenesli v 7 mL gojišča v T25 gojilni 
posodi, ki smo ga predhodno 15 minut inkubirali v inkubatorju. 
 
Celicam je bilo potrebno vsake 2 dni zamenjati gojišče, ko pa so prerastle večino podlage 
(konfluentna rast) pa jih je bilo potrebno presaditi. Za menjavo gojišča smo z aspiratorjem 
previdno odstranili gojišče, celice splaknili s pufrom HEPES, ga odstranili in dodali sveže 
ogreto gojišče (gojilne posodice T25 – 8 mL, gojilne posode T75 – 15 mL). Za presajanje 
celic smo prav tako najprej odstranili gojišče in celice sprali s HEPES ali PBS pufrom. 
Celice smo odlepili iz podlage z raztopino tripsina in EDTA – inkubacija 5 minut pri 37 
°C. Ko so se vse celice odlepile, smo dodali raztopino za nevtralizacijo tripsina (ang.: 
»trypsin neutralizing solution« – TNS). Z njo smo dobro sprali površino gojilne posode in 
suspenzijo celic v TNS prenesli v 15 mL centrifugirko. Suspenzijo smo centrifugirali (5 
minut, 100 ×g), odstranili supernatant in celice resuspendirali v 10 mL svežega ogretega 
gojišča. Določili smo koncentracijo celic – s pomočjo invertnega mikroskopa in štetja v 
števni komori (hemocitometru). Ustrezno količino celic smo prenesli v novo gojilno 





3.2.16 Biomasa evkariontskih celic po izpostavitvi proteinom 
 
Za vpliv proteinov na količino biomase evkariontskih celic smo izvedli poskus v ploščah 
za gojenje celic s 96 vdolbinicami. V vdolbinice smo nasadili HUVEC celice z začetno 
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koncentracijo 5 × 10
4
 celic/vdolbinico. Celice smo gojili en dan, jim zamenjali gojišče in 
jih nato tretirali s proteini. 24 ur po tretiranju smo jim zamenjali gojišče. Po dodatnih 48 
urah smo odstranili gojišče, celice 2 × sprali s PBS in jih fiksirali na podlago (3,7 % 
formaldehid v PBS, 45 minut). Vdolbinice smo 2 × sprali z 10 mM Tris-HCl pH 8,5. 
Sledilo je barvanje z raztopino metilenskega modrila – 1 % metilensko modrilo (w/v) v 10 
mM Tris-HCl pH 8,5. Po 1 uri barvanja smo plošče sprali pod tekočo vodo in jih posušili 
na 37 °C. Sledila je ekstrakcija metilenskega modrila z 200 µL 0,1 M HCl na vdolbinico 
(stalno stresanje 30 minut). Po končani ekstrakciji smo po 150 µL iz vsake vdolbinice 
prenesli v novo mikrotitersko ploščo in izmerili optično gostoto pri valovni dolžini 660 
nm. Večja optična gostota pomeni več metilenskega modrila in večjo količino biomase 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 IZOLACIJA PROTEINA Usp 
 
Gen usp smo čezmerno izražali v sevu E. coli BL21 (DE3) pLysE. Transformirali smo ga s 
plazmidom pUsp4. Kulturo smo gojili na 37 °C in produkcijo proteina Usp inducirali z 0,8 
mM IPTG. Z NaDS-PAGE smo preverili koncentracijo in čistost frakcij Ni-NTA afinitetne 
kromatografije in združenih elucij dializiranih v pufer za FPLC (Slika 7).  
 
 
Slika 7: NaDS-PAGE vzorcev izoliranega Usp proteina pred in po dializi 
Uporabili smo 7,5 % gel in Tris glicinski NaDS pufer. S – proteinski standard Page Ruler #26616 (Thermo 
Scientific), velikosti so podane v kDa; 1 – elucija 1; 2 – elucija 2; 3 – elucija 3; 4 – Usp dializiran v pufer za 
FPLC. ◄ — mesto proteina Usp 
 
Protein Usp iz seva E. coli TA211 sestavlja 593 aminokislin in ima teoretično molekulsko 
maso 65,7 kDa. Po dodatku oznake 6×His na C-terminalni del proteina in kratkega 
veznega člena iz dveh serinov ima protein 601 aminokislino in teoretično molekulsko maso 
66,7 kDa. Na NaDS-PAGE gelu ta protein opazimo približno pri proteinu velikosti 70 kDa 
v proteinski standardni lestvici. 
  
Združeni eluciji 1 in 2 smo dializirali v pufer za FPLC in jih očistili s FPLC. Glede na 
FPLC kromatogram smo določili v katerih frakcijah naj bi se nahaja protein Usp (Slika 8). 
Frakcije od 2 do 20 smo analizirali še z NaDS-PAGE (Slika 9). 
 
V okviru analize FPLC na koloni Supradex 200 10/300 GL nismo snemali standarda, zato 
lahko za določitev retencijskega volumna proteina Usp uporabimo le tipičen kromatogram 
na tej koloni (Slika 6). Ta je posnet pri pretoku 0,4 mL/min. Najbližje velikosti Usp (66,7 
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kDa) je proteinski standard BSA (67,0 kDA), ki eluira pri 14 mL. Iz tega lahko le ocenimo, 
pri katerem retencijskem volumnu izhaja protein Usp pri pretoku 0,5 mL/min. Protein Usp 
je le malenkost manjši od BSA (0,3 kDa), pretok pa za 20 % večji. Predvidevali smo, da bo 
Usp eluiral nekje med 11 in 13 mL. Problem je nastal zaradi dveh vrhov na FPLC 
kromatogramu, ki bi lahko predstavljala protein Usp – vrh 1 (≈11 mL, frakciji 8 in 9) in 
vrh 2 (≈13 mL, frakciji 13 in 14) (Slika 8).  
 
 
Slika 8: FPLC kromatogram proteina Usp (kolona SUPERDEX 200 10/300 GL). 
Kromatogram prikazuje odzive UV detektorja na izhodu iz kolone (modra črta) v odvisnosti od volumna 
mobilne faze, ki je stekla skozi kolono po injiciranju vzorca (retencijski volumen v mL). Na kromatogramu 
so označene (rdeče črte) tudi zbrane frakcije vzorca po izhodu iz kolone. Vrh 1 in Vrh 2 označujeta 
potencialna vrhova proteina Usp. 
 
Z dodatno analizo frakcij iz obeh vrhov z NaDS-PAGE smo ugotovili, da je protein v vrhu 
1 malenkost večji od 70 kDa, kar je več od teoretične molekulske mase Usp. Protein v vrhu 
2 pa je malo manjši od 70 kDa in bi zato po velikosti bolj ustrezal Usp (Slika 9).  
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Slika 9: NaDS-PAGE frakciji po analizi vzorca proteina Usp s FPLC.  
Uporabili smo 7,5 % gel in Tris glicinski NaDS pufer. S – proteinski standard Page Ruler #26616 (Thermo 
Scientific), velikosti so podane v kDa; 2 do 20 – frakcije vzorca proteina Usp od 2 do 22, kot so označene na 
FPLC kromatogramu (Slika 8). ◄/► — mesto proteina Usp. 
 
Za oba izolata Usp (vrh 1 in 2) smo izvedli še Western prenos na PVDF membrano in 
imunodetekcijo z anti-His protitelesi. Vzporedno smo analizirali tudi celokupen izolat Usp 
ene izmed prejšnjih izolacij z Ni-NTA afinitetno kromatografijo in protein CDT. Oba 
kontrolna proteina imata oznako 6×His. Protitelesa anti-His so se vezala na vse 4 proteine, 
vendar je vezava na Usp vrh 1 zelo šibka, če jo primerjamo z vezavo na Usp vrh 2 (Slika 
10). Sklepamo, da je po ločevanju s FPLC pravilna oblika proteina Usp v frakcijah Usp vrh 
2. Frakcije Usp vrh 2 smo združili in koncentrirali do končne koncentracije 0.4 mg/mL, kar 
ustreza 5,9 µM.  
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Slika 10: Imunodetekcija proteina Usp (vrh 1 in 2) na PVDF membrani z anti-His primarnimi protitelesi.  
Za NaDS-PAGE smo uporabili NuPAGE 3-8 % Tris-acetatni gel in Tis-acetatni pufer. Proteine smo prenesli 
na PVDF membrano (Western prenos). PVDF membrana po vezavi primarnih (anti-His) in sekundarnih 
protiteles ter razvijanju v peroksidaznem substratu. S – Proteinski velikostni standard (Page Ruler #26616), 
velikosti so podane v kDa; Usp (vrh 1) – z Ni-NTA kromatografijo izoliran protein Usp po ločevanju s 
FPLC, vrh 1; Usp (vrh 2) – z Ni-NTA kromatografijo izoliran protein Usp po ločevanju s FPLC, vrh 2; Usp 
(K) – z Ni-NTA kromatografijo izoliran protein Usp označen s 6×His, kontrola; CDT – izoliran protein CDT 
označen s 6×His, kontrola. 
 
4.2 OPTIMIZACIJA IZOLACIJE PROTEINA Usp-GFP  
 
DNA zapis za protein Usp-GFP označen s 6×His je na plazmidu pTHCG12U. Tu je genu 
usp, poleg zapisa za 6×His na 5' koncu, dodan še zapis za ciklični GFP (cycGFP). CycGFP 
je vstavljen takoj za HCP-podobno domeno, za njim pa je dodan vezni člen dolžine 12 
aminokislin. Protein Usp-GFP sestavlja 859 aminokislin in ima teoretično molekulsko 
maso 94,8 kDa.  
 
Z optimizacijo izolacije proteina Usp-GFP smo želeli dobiti čim več proteina v topnem 
delu celičnega lizata. Izolacija proteinov iz topne frakcije celičnega lizata poteka pod 
nativnimi pogoji in je enostavnejša. Proteini po njej niso denaturirani in zato je večja 
verjetnost, da se ohrani njihova biološka aktivnost. Kadar v E. coli čezmerno izražamo 
heterologne proteine, se pogosto tvorijo inkluzijska telesca v katerih se agregirajo. 
Agregacija je posledica visokih koncentracij nativnih polipeptidnih verig, ki v velikih 
količinah nastajajo na ribosomih in se zaradi nerazpoložljivosti šaperonov ne uspejo 
pravočasno zviti v pravilno sekundarno in terciarno obliko. Navadno so ti nepopolno zviti 
proteini na površini hidrofobni, zato se združujejo in skupaj tvorijo amorfna inkluzijska 
telesca. Izolacija proteinov z biološko aktivnostjo iz njih je težavna, zato smo se z 
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optimizacijo izražanja proteina Usp-GFP skušali izogniti tvorbi inkluzijskih telesc 
(Upadhyay in sod., 2012). 
 
Optimizirali smo 3 dejavnike – bakterijski sev za izražanje, temperaturo gojenja 
bakterijske kulture in koncentracijo IPTG-ja s katero smo inducirali produkcijo proteina. V 
ta namen smo s plazmidom za izražanje pTHCG12U transformirali tri različne seve E. coli 
– MG1655 (DE3), BL21 (DE3) in BL21 (DE3) pLysE. Gojili smo jih pri 30 in 37 °C. 
Čezmerno produkcijo smo nato inducirali s tremi različnimi koncentracijami IPTG-ja (0,1 
mM, 0,4 mM in 0,8 mM); koncentracije so podane kot končna koncentracija IPTG-ja v 
gojišču.  
 
Zbrano bakterijsko biomaso po končani produkciji smo lizirali in centrifugirali ter tako 
ločili topno in netopno frakcijo. Ker je naš čezmerno izražen protein označen s cycGFP, ki 
pod UV svetlobo fluorescira, smo količino proteina Usp-GFP v topni frakciji celičnega 
lizata najprej ocenili s pomočjo UV svetlobe. Mikrocentrifugirke z lizatom po 
centrifugiranju smo opazovali na UV transluminatorju (Slika 11).  
 
 
Slika 11: Optimizacija izolacije proteina Usp-GFP – topna (supernatant) in netopna (pelet) frakcija celičnih 
lizatov pod UV svetlobo.  
Vrste mikrocentrifugirk predstavljajo različne seve E. coli v katerih smo čezmerno izražali protein Usp-GFP, 
stolpca pa temperaturi gojenja. Na mikrocentrifugirkah je zapisana končna koncentracija IPTG-ja v gojišču s 
katero smo inducirali čezmerno izražanje proteina Usp-GFP. 
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Ugotovili smo, da E. coli sintetizira večjo količino Usp-GFP, če raste na 30 °C. V topni 
frakciji celičnega lizata je največ proteina Usp-GFP pri sevih BL21 (DE3) pLysE in 
MG1655 (DE3) gojenih na 30 °C. 
 
Le z opazovanjem fluorescence cycGFP nismo zaznali razlik v koncentraciji Usp-GFP v 
topni frakciji, če smo jih med seboj primerjali glede na končno koncentracijo IPTG za 
indukcijo produkcije. Zato smo topne frakcije lizatov MG1655 (DE3) 30 °C in BL21 
(DE3) pLysE 30 °C dodatno analizirali. Izvedli smo mini izolacijo proteina Usp-GFP in 
frakcije analizirali z NaDS-PAGE (Slika 12 in Slika 13). Ker ima protein Usp-GFP skupaj 
z oznako 6×His teoretično molekulsko maso 94,8 kDa, ga na NaDS-PAGE gelu opazimo v 
bližini proteina velikosti 98 kDa v proteinski standardni lestvici. 
 
 
Slika 12: NaDS-PAGE frakcij mini izolacije proteina Usp-GFP iz seva MG1655 (DE3) gojenega na 30°C. 
Uporabili smo 10 % gel in Tris glicinski NaDS pufer. S – proteinski standard SeeBlue Plus2, #LC5925 
(Invitrogen), velikosti so podane v kDa; 1-4: 0,1 mM IPTG; (1) nanos na kolono, (2) spiranje, (3) elucija 1, 
(4) elucija 2; 5-8: 0,4 mM IPTG; (5) nanos na kolono, (5) spiranje, (7) elucija 1, (8) elucija 2; 9-11: 0,8 mM 
IPTG; (9) nanos na kolono, (10) spiranje, (11) elucija 1; ◄ — mesto proteina Usp-GFP. 
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Slika 13: NaDS-PAGE frakcij mini izolacije proteina Usp-GFP iz seva BL21 (DE3) pLysE gojenega na 
30°C. 
Uporabili smo 10 % gel in Tris glicinski NaDS pufer. S – proteinski standard SeeBlue Plus2, #LC5925 
(Invitrogen), velikosti so podane v kDa; 1-4: 0,1 mM IPTG; (1) nanos na kolono, (2) spiranje, (3) elucija 1, 
(4) elucija 2; 5-8: 0,4 mM IPTG; (5) nanos na kolono, (5) spiranje, (7) elucija 1, (8) elucija 2; 9-11: 0,8 mM 
IPTG; (9) nanos na kolono, (10) spiranje, (11) elucija 1; ◄ — mesto proteina Usp-GFP. 
 
Glede na količino izoliranega proteina Usp-GFP, smo se odločili, da je najbolj optimalno 
čezmerno izražanje v sevu E. coli BL21 (DE3) pLysE, če ga gojimo pri 30 °C, produkcijo 
proteina pa induciramo z 0,1 mM IPTG (Slika 13 – 3 in 4). 
 
4.3 IZOLACIJA PROTEINA Usp-GFP 
 
Po optimizaciji izolacije proteina Usp-GFP, smo pridobljene podatke uporabili za izolacijo 
večje količine tega proteina. Biomaso E. coli BL21 (DE3) pLysE + pTHCG12U za 
izolacijo smo gojili pri 30 °C, produkcijo Usp-GFP pa smo inducirali z dodatkom IPTG do 
končne koncentracije 0,1 mM.  
 
Med izolacijo proteina iz biomase smo lahko količino proteina Usp-GFP v posamezni 
frakciji spremljali že s prostim očesom. Kajti dovolj visoka koncentracija tega proteina 
raztopino obarva rumeno-zeleno. Tako smo opazili, da je po izolaciji v frakciji nanos na 
kolono ostalo še veliko proteina Usp-GFP. Zato smo to frakcijo ponovno inkubirali z Ni-
NTA agarozo in ponovili izpiranja in zbiranja frakcij. Rezultate obeh izolaciji smo 
preverili z NaDS-PAGE (Slika 14). V obeh elucijah 1 je prisoten protein Usp-GFP – lisa 
malce pod proteinom velikosti 98 kDa v proteinski standardni lestvici. V elucijah 2 je 
proteina že mnogo manj, medtem, ko je v elucijah 3 še komaj prisoten.  
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Slika 14: NaDS-PAGE vzorcev izoliranega proteina Usp-GFP; prva izolacija in ponovna izolacija iz frakcije 
nanos na kolono. 
Uporabili smo 10 % gel in Tris glicinski NaDS pufer. S – proteinski standard SeeBlue Plus2, #LC5925 
(Invitrogen), velikosti so podane v kDa; 1-7: prva izolacija; (1) nanos na kolono, (2) spiranje 1, (3) spiranje 2, 
(4) spiranje 3, (5) elucija 1, (6) elucija 2, (7) elucija 3; 8-13: ponovna izolacija iz frakcije nanos na kolono; 
(8) nanos na kolono, (9) spiranje 1, (10) spiranje 2, (11) elucija 1, (12) elucija 2, (13) elucija 3; ◄ — mesto 
proteina Usp-GFP. 
 
Skupaj s proteinom Usp-GFP z oznako 6×His smo z Ni-NTA afinitetno kromatografijo 
izolirali tudi precej drugih proteinov – kontaminant. Predvidevali smo, da so to proteini, ki 
so v celicah v visokih koncentracijah in imajo hkrati veliko afiniteto do divalentnih ionov 
(na primer Ni
2+
). Različne študije so pokazale, da se na imobilizirane divalentne ione 
vežejo tudi peptidi z nezaporednimi histidini in številni proteini, ki vežejo kovine. Vezava 
teh proteinov je lahko tako močna, da jih iz Ni-NTA agaroze izplakne šele imidazol v 
koncentraciji višji od 55 mM. Naš pufer za izpiranje pa vsebuje le 20 mM imidazola. A pri 
koncentraciji imidazola višji od 55 mM iz Ni-NTA agaroze eluirajo tudi s 6×His označeni 
proteini. Za sev BL21 (DE3) so določili sledeče kontaminante v večjih količinah: DnaK, 
GlmS, AceE, EF-Tu, ArnA, RnaseE, AtpF, Rho transkripcijski terminator, CRP in SlyS. 
Od teh so najpogostejši SlyD (21 kDa), GlmS (67 kDa), Can (25 kDa), ArnA (74,3 kDa), 
AceE (99,7 kDa) (Robichon in sod., 2011).  
 
Elucijo 1 iz prve in ponovne izolacije smo dializirali v PBS pufer ter z NanoDrop 1000 
izmerili koncentracijo celokupnih proteinov v raztopini – elucija 1 iz prve izolacije: 2,94 
mg/mL, elucija 1 iz ponovne izolacije: 3,0 mg/mL. Ocenili smo, da je v raztopini približno 
20 % kontaminant in je tako koncentracija proteina Usp-GFP ≈2,4 mg/mL. Ta vzorec smo 
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Slika 15: FPLC kromatogram proteina Usp-GFP (kolona SUPERDEX 200 10/300 GL). 
Kromatogram prikazuje odzive UV detektorja na izhodu iz kolone (modra črta) v odvisnosti od volumna 
mobilne faze, ki je stekla skozi kolono po injiciranju vzorca (retencijski volumen v mL). Na kromatogramu 
so označene (rdeče črte) tudi zbrane frakcije vzorca po izhodu iz kolone. Usp-GFP označuje vrh eluiranja 
proteina Usp-GFP. 
 
Za tretiranje evkariontskih celic smo vzorec Usp-GFP dodatno očistili s pomočjo FPLC. 
Po izolaciji proteina z Ni-NTA afinitetno kromatografijo smo v ta namen vzorec dializirali 
v pufer za FPLC in ga koncentrirali. Celokupna koncentracija proteinov v vzorcu pred 
nanosom na FPLC kolono je bila 7,6 mg/mL. Glede na FPLC kromatogram smo določili v 
katerih frakcijah naj bi se nahajal protein Usp-GFP (Slika 15). Frakcije od 80 do 83 smo 
dodatno analizirali z NaDS-PAGE. Ker so vse frakcije vsebovale protein Usp-GFP (vidimo 
ga kot liso približno pri proteinu 98 kDa v proteinski standardni lestvici (Slika 16), smo 
vse frakcije združili in koncentrirali. Koncentracija proteina Usp-GFP v tem vzorcu 
izmerjena na NanoDrop 1000 je bila 2,1 mg/mL, kar ustreza 22,4 µM. 
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Slika 16: NaDS-PAGE frakciji po analizi vzorca proteina Usp-GFP s FPLC. 
Uporabili smo 10 % gel in Tris glicinski NaDS pufer. S – proteinski standard SeeBlue Plus2, #LC5925 
(Invitrogen), velikosti so podane v kDa; 1-4: frakcije vzorca protein Usp-GFP od 80 do 83 (kot so označene 
na FPLC kromatogramu (Slika 15) ; ◄ — mesto proteina Usp-GFP. 
 
4.4 WESTERN PRENOS IN IMUNODETEKCIJA 
 
Da smo se prepričali, da je bila izolacija proteinov Usp in Usp-GFP uspešna, smo izolata 
preverili tudi s pomočjo Western prenosa in imunodetekcije. Uporabili smo anti-His 
primarna protitelesa, ki se vežejo na oznako 6×His. Ugotovili smo, da sta proteina Usp-
GFP in Usp, ki smo jih na NaDS-PAGE opazovali kot lisi med 80 in 115 kDa oz. med 70 
in 80 kDa, res proteina z oznako 6×His (Slika 17). Anti-His protitelesa so se vezala tudi na 
nekatere druge proteine v izolatu. To so najverjetneje proteini z višjo vsebnostjo histidina, 
ki so se ravno zaradi te lastnosti izolirali skupaj z želenimi proteini z oznako 6×His. Z Ni-
NTA afinitetno kromatografijo smo izolirali tudi druge proteine z višjo vsebnostjo 
histidina, saj se lahko tudi nezaporedni histidinski ostanki vežejo na nikelj vezan na 
agarozo (Robichon in sod., 2011). 
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Slika 17: Imunodetekcija proteina Usp-GFP in Usp na PVDF membrani z anti-His primarnimi protitelesi.  
Za NaDS-PAGE smo uporabili NuPAGE 12% Bis-Tris gel in pufer MES. Proteine smo z Western prenosom 
prenesli na PVDF membrano. S – Proteinski velikostni standard Page Ruler #26619 (Thermo Scientific), 
velikosti so podane v kDa. Usp-GFP – z Ni-NTA kromatografijo izoliran protein Usp-GFP dializiran v 
FPLC pufer, Usp – z Ni-NTA kromatografijo izoliran protein Usp dializiran v FPLC pufer. Slika A: polovica 
NaDS-PAGE gela, barvana s Page Blue. Slika B: PVDF membrana na katero je bila prenesena druga 
polovica NaDS-PAGE gela, po vezavi primarnih (anti-His) in sekundarnih protiteles ter razvijanju v 
peroksidaznem substratu. 
 
4.5 IZOLACIJA PROTEINA Imu3 
 
Protein imunosti 3 (Imu3) smo izolirali za potrebe poskusov vpliva proteina Usp na 
evkariontske celice. Nipič in sod. (2013) so namreč ugotovili, da je genotoksičen učinek 
proteina Usp največji, kadar deluje skupaj z Imu3. Pred uporabo proteina smo preverili 
tudi njegovo aktivnost.  
 
Protein Imu3 označen z oznako 6×His smo pridobivali v sevu E. coli BL21 (DE3) pLysE 
transformiranem s plazmidom pHis-Imu3. Kulturo smo gojili na 37 °C in čezmerno 
produkcijo proteina Imu3 inducirali z 0,8 mM IPTG. Iz biomase smo izolirali protein in 
njegovo prisotnost, koncentracijo in čistost izolata smo preverili s pomočjo NaDS-PAGE 
(Slika 18 A).  
 
45 
Zalokar D. Interakcija proteina Usp bakterije Escherichia coli z evkariontskimi celicami. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
Slika 18: NaDS-PAGE vzorcev izoliranega Imu3 proteina pred in po dializi ter po koncentriranju. 
Uporabili smo 12 % gel in Tris glicinski NaDS pufer. Slika A: Frakcije zbrane med prvo izolacijo Imu3 z 
Ni-NTA afinitetno kromatografijo; S – proteinski standard Page Ruler #26616 (Thermo Scientific), velikosti 
so podane v kDa; 1 – nanos na kolono; 2 – spiranje; 3 – elucija 1; 4 – elucija 2; 5 – elucija 3. Slika B: Vzorec 
Imu3 po dializi in po koncentriranju; S – proteinski standard Page Ruler #26616 (Thermo Scientific), 
velikosti so podane v kDa; 1 – Imu3 dializiran v PBS, pred koncentriranjem; 2 – koncentriran Imu3 v PBS; 
►/◄ — mesto proteina Imu3. 
 
Nativen Imu3 je dolg 96 aminokislin in ima teoretično molekulsko maso 11,5 kDa. 
Proteinu je bila na N-terminalnem koncu dodana oznaka 6×His in vezni člen, kar mu doda 
14 aminokislin in ≈1,5 kDa. Tako ima Imu3 označen s 6×His teoretično molekulsko maso 
13,1 kDa. 
 
Po izolaciji proteina Imu3 in analizi na NaDS-PAGE smo ugotovili, da je v frakciji nanosa 
na kolono še veliko Imu3 (Slika 18 A – 1). Zato smo to frakcijo ponovno inkubirali z Ni-
NTA agarozo in ponovili korake izolacije proteina od tu naprej. Eluciji 1 prve in ponovne 
izolacije smo združili v enoten vzorec, ga dializirali v pufer PBS ter koncentrirali. Tudi 
ustreznost teh vzorcev smo preverili z NaDS-PAGE (Slika 18 B). Imu3 (13,1 kDa) na gelu 
opazimo kot liso med proteinoma velikosti 10 in 15 kDa v proteinski standardni lestvici. 
 
Koncentracijo dializiranega in koncentriranega proteina smo določili z NanoDrop 1000. 
Vzorec ima povprečno celokupno koncentracijo proteinov 3,8 mg/mL. Iz tega smo 
izračunali, da je v našem koncentriranem izolatu ≈290 µM Imu3. Ta izolat smo nato 
uporabili za poskuse na evkariontskih celicah. Oznake 6×His nismo odstranjevali, saj je 
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Aktivnost proteina Imu3 smo preverili tudi z enostavnim testom obarjanja DNA. Raztopini 
λ DNA (20 µL, γ = 0,1 µg/µL) smo dodali raztopino proteina Imu3 (6 µL, γ = 3,9 µg/µL). 
Torej smo uporabili ≈1µg proteina na 100 ng DNA. To smo opazovali pod lupo in videli 
oborjeno DNA – bele kosme. Na ta enostaven način smo potrdili aktivnost proteina Imu3 
pri kritični koncentraciji, ki so jo določili Črnigoj in sod. (2014). Ugotovili so, da Imu3, po 
tem ko doseže kritično koncentracijo 1µg Imu3 na 100 ng dvoverižne DNA, to vedno 
obori. 
 
4.6 DNazna AKTIVNOST PROTEINOV Usp 
 
DNazno aktivnost proteina Usp-GFP smo želeli najprej na različne načine preveriti in 
vitro. Zanimalo nas je ali cycGFP, ki je vrinjen med Hcp-podobno domeno in preostanek 
proteina Usp vpliva na njegovo DNazno aktivnost. 
 
Najprej smo izvedeli preprost test s pomočjo agarozne gelske elektroforeze. Z njim smo 
preverili DNazno aktivnost celotnega proteinskega izolata. λ DNA smo skupaj s proteinom 
(Usp-GFP izoliran z Ni-NTA afinitetno kromatografijo in dializiran v PBS) v 
restrikcijskem pufru inkubirali 15, 30 in 60 minut na 37 °C. Kot negativno kontrolo smo 
namesto proteinskega izolata uporabili pufer v katerem se je nahajal protein (PBS). Za 
natančno pripravo reakcijske zmesi in koncentracije glej Preglednica 17. FastDigest Green 
Buffer smo uporabili, ker je ta pufer prirejen za delovanje restrikcijskih encimov, ki so 
mestno specifične DNaze. Zato smo predvidevali, da vsebuje vse potrebne ione, ima 
ustrezen pH in ionsko jakost za DNazno aktivnost Usp-GFP. Preizkusili smo tudi vpliv 
EDTA na DNazno aktivnost Usp-GFP. EDTA velja za inhibitorja DNaz. EDTA je kelator 




), ki pa so nujno potrebni za delovanje DNaz. 




 katione (Guéroult in 
sod., 2010). 
 
Preglednica 17: Priprava reakcijske zmesi za in viro test DNazne aktivnosti Usp-GFP proteinskega izolata 




≈ 2,4 mg/mL 
4,8 µg oz. 5 µM 
λ DNA 3 µL 0,03 mg/mL 90 ng oz. 0,3 µM 
FastDigest Green Buffer 1 µL 10 × 1 × 
EDTA (opcijsko) 1 µL 50 mM 5 mM 
dH2O (brez nukleaz) do 10 µL   
 
Na agaroznem gelu (Slika 19) lahko vidimo, da negativna kontrola, ne glede na čas 
inkubacije, ne cepi DNA. Iz tega lahko sklepamo, da so pufer PBS, pufer za restrikcijo in 
dodana destilirana voda brez nukleaz čisti in ne vsebujejo DNaz. Reakcijske zmesi, ki 
vsebujejo Usp-GFP proteinski izolat pa cepijo λ DNA. Reakcija cepljenja DNA brez 
dodatka EDTA poteče že v 15 minutah. Na gelu lahko vidimo, da razgradnja DNA po 15 
47 
Zalokar D. Interakcija proteina Usp bakterije Escherichia coli z evkariontskimi celicami. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
in 30 minutah še ni popolna, po eni uri pa je λ DNA že razgrajena na mnogo manjše 
fragmente. Ob dodatku EDTA v reakcijsko zmes je cepljenje λ DNA upočasnjeno. Po 15 
in 30 minutah je DNA komaj malce razgrajena (večino DNA lahko še vedno opazimo kot 
liso vzporedno negativni kontroli). Po eno urni inkubaciji na 37 °C proteinski izolat Usp-
GFP, kljub dodatku 5 mM EDTA, skoraj popolnoma razgradi λ DNA. Razgradnja je 
primerljiva razgradnji v reakcijski zmesi brez dodatka EDTA. Iz tega lahko zaključimo, da 
so kovinski ioni potrebni za Usp-GFP DNazno aktivnost. Lahko da je bila koncentracija 
EDTA prenizka in ni vezala vseh ionov, je pa močno zmanjšala njihovo razpoložljivost.  
 
 
Slika 19: In vitro DNazna aktivnost proteinskega izolata Usp-GFP (agarozna gelska elektroforeza reakcijskih 
zmesi) 
Uporabili smo 0,8 % agarozni gel in TBE pufer. S – DNA velikostna lestvica λ/PstI; −K – negativna kontrola 
(reakcijska zmes brez Usp-GFP, namesto proteinskega izolata dodan PBS – nerazgrajena λ DNA); Usp-GFP 
– reakcijska zmes λ DNA, Usp-GFP in restrijkcijskega pufra. Čas v minutah označuje čas inkubacije na 37 
°C. Na desni polovici gela so reakcijske zmesi z dodatkom EDTA do končne koncentracije 5 mM. 
 
Pojavilo se nam je vprašanje, kako lahko vemo, da je DNazna aktivnost proteinskega 
izolata Usp-GFP res posledica delovanja Usp-GFP in ne katerega izmed proteinov, ki smo 
ga izolirali skupaj z njim (Slika 14). Ocenili smo namreč, da je v izolatu približno 20 % 
kontaminant, kar ne smemo zanemariti. Odločili smo se izolirati le te kontaminante in ta 
izolat uporabiti kot negativno kontrolo. V sev E. coli BL21 (DE3) pLysE smo vnesli 
plazmid pAG. pAG vsebuje zapis za ekvinatoksin II, vendar ta ni označen z oznako 6×His. 
Tudi v primeru vzporedne izolacije ekvinatoksina II pa ta ne vpliva na razgradnjo DNA. 
Ekvinatoksin II je namreč tvorec por, ki se veže na lipidne membrane in nima DNazne 
aktivnost (Maček in sod., 1994). Za pripravo biomase in izolacijo smo sledili enakemu 
protokolu, kot za proteine z oznako 6×His. Proteinski izolat kontaminant iz seva E. coli 
BL21 (DE3) pLysE smo nato dilaizirali v PBS pufer. Uporabili smo ga kot negativno 
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kotrolo v in vitro DNaznem testu celotnega proteinskega izolata s pomočjo agarozne 
gelske elektroforeze. 
 
V tem DNaznem testu smo restrikcijsko zmes pripravili, kot je opisano v Preglednica 17. 
Testa z dodatkom EDTA nismo izvedli. Za negativne kontrole (oznaka: −K) smo v zmes 
namesto izolata Usp-GFP dodali izolat kontaminant. Inkubacija na 37 °C je potekala 
različno dolgo – 5, 10, 15 in 30 minut. Pripravili smo še negativno kontrolo s pufrom PBS 
(oznaka: K), negativno kontrolo brez DNA z izolatom Usp-GFP (oznaka: Usp-GFP 
−DNA) in negativno kontrolo brez DNA z izolatom kontaminant (oznaka: −K −DNA). Te 
tri negativne kontrole smo na 37 °C inkubirali samo 30 minut. Reakcijske zmesi smo po 
končani inkubaciji nanesli na agarozni gel in ločili z elektroforezo (Slika 20).  
 
 
Slika 20: In vitro DNazna aktivnost Usp-GFP proteinskega izolata in izolata kontaminant (agarozna gelska 
elektroforeza reakcijskih zmesi) 
Uporabili smo 0,8 % agarozni gel in TBE pufer. S – DNA velikostna lestvica λ/PstI; −K – negativna kontrola 
(reakcijska zmes brez Usp-GFP, namesto tega dodan izolat kontaminant); Usp-GFP – reakcijska zmes λ 
DNA, Usp-GFP in restrijkcijskega pufra; K – kontrolna reakcijska zmes brez proteinskega izolata, namesto 
tega dodan PBS; Usp-GFP-DNA – negativna kontrolna reakcijska zmes brez dodatka λ DNA, dodan pa 
izolat Usp-GFP; −K –DNA – negativna kontrolna reakcijska zmes brez dodatka λ DNA, dodan pa izolat 
kontaminant. Čas v minutah označuje čas inkubacije na 37 °C.  
 
Kako zgleda necepljena λ DNA lahko vidimo pri kontrolni reakcijski zmesi brez 
proteinskega izolata (Slika 20 – K). Izolat kontaminant, ne glede na čas poteka reakcije, 
DNA ne razgradi popolnoma. Pri vseh negativnih kontrolah (Slika 20 – −K) vidimo liso na 
višini λ DNA. Lisa je šibkejša kot pri kontroli brez proteinov, pojavi pa se še dodatna lisa, 
ki spominja na večji fragment DNA. Najverjetneje gre za DNA z vezanimi proteini, ki zato 
v agaroznem gelu potrjuje kot večji fragment. Ta dodatna lisa se pojavi tudi v vseh 
reakcijskih zmeseh z izolatom Usp-GFP, le da je tu še močnejša, lisa pri velikosti λ DNA 
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pa ni prisotna tudi po le 5 minutni inkubaciji. Sklepamo, da se Usp-GFP veže na DNA. 
Prav tako se na DNA veže protein ali več proteinov iz izolata kontaminant. Protein vezan 
na DNA to potem razgradi. Ker je razgradnja po 30 minutah v reakcijiski zmesi z Usp-GFP 
popolna v negativi kontroli z izolatom kontaminant pa le delna, sklepamo da je večina 
razgradnje posledica delovanja proteina Usp-GFP in ne ene izmed kontaminant v izolatu 
Usp-GFP. S tem smo potrdili in vitro DNazno aktivnost izoliranega proteina Usp-GFP. 
 
Za še natančnejšo potrditev DNazne aktivnosti izoliranih proteinov pa smo uporabili še en 
in vitro DNazni test – test DNazne aktivnosti s pomočjo NaDS-PAGE z vključeno DNA. S 
tem testom lahko pokažemo, da ima DNazno aktivnost točno določen protein na NaDS-
PAGE gelu. Tam, kjer se nahaja protein z DNazno aktivnostjo, po barvanju z etidijevim 
bromidom, pod UV svetlobo vidimo temno liso (DNA ni prisotna in zato ne sveti). 
Testirali smo DNazno aktivnost sledečih proteinov – Usp, Usp-GFP in Imu3. Za pozitivno 
kontrolo pa smo uporabili DNazoI in kolicin E7 (Col E7). Test smo izvedli dvakrat v dveh 





Slika 21: In vitro test DNazne aktivnosti s pomočjo NaDS-PAGE z vključeno DNA (enostaven razvijalni 
pufer)  
Uporabili smo 7,5 % NaDS-PAGE gel z vklopljeno DNA in Tris Glicinski NaDS pufer. S – proteinski 
standard See Blue plus2 #LC5925, velikosti so podane v kDa. 1 – Col E7, 2 – Dnaza I, 3 – Usp-GFP (v 
PBS), 4 – Usp-GFP (v pufru za FPLC), 5 – Imu3 (ne vidimo, potuje s fronto), 6 – Usp. Slika A: gel barvan z 
etidijevim bromidom pod UV svetlobo, DNA sveti belo. Slika B: gel barvan s PageBlue, proteini obarvani 
temno sivo do črno.  
 
V enostavnem razvijalnem pufru kažejo DNazno aktivnost vsi vidni proteini (Slika 21). 
Proteina Imu3 na 7,5 % gelu namreč ne vidimo, saj zaradi svoje majhne molekulske mase 
(13,1 kDa) potuje s fronto elektroforeznega pufra in bromfenol modrega v nanašalnem 
pufru. Predvidevamo da Imu3 nima DNazne aktivnosti, ker ta protein po do sedaj znanih 
podatkih reverzibilno veže DNA (Črnigoj in sod., 2014). DNazna aktivnost pozitivih 
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kontrol je v enostavnem pufru zelo šibka. Možno je, da razvijalni pufer ni ustrezen, lahko 
pa je bilo proteinov tudi premalo. Usp-GFP v PBS očitno razpade na manjše podenote in 
ga na gelu vidimo v več lisah, vendar imajo tudi te lise DNazno aktivnost. DNA sta 
razgradila tudi proteina Usp in Usp-GFP v pufru za FPLC. V Usp vstavljeni ciklični GFP 
nima vpliva na DNazno aktivnost proteina. 
 
 
Slika 22: In vitro test DNazne aktivnosti s pomočjo NaDS-PAGE z dodano DNA (kompleksen razvijalni 
pufer)  
Uporabili smo 7,5 % NaDS-PAGE gel z vklopljeno DNA in Tris Glicinski NaDS pufer. S – proteinski 
standard See Blue plus2 #LC5925, velikosti so podane v kDa. 1 – Col E7; 2 – Dnaza I; 3 – Usp-GFP (v pufru 
za FPLC); 4 – Imu3 (ne vidimo, potuje s fronto); 5 – Usp-GFP (v PBS); 6 – Usp. Slika A: gel barvan z 
etidijevim bromidom pod UV svetlobo, DNA sveti belo. Slika B: gel barvan s PageBlue, proteini obarvani 
temno sivo do črno. 
 
V kompleksnem razvijalnem pufru je situacija obrnjena. Pozitivni kontroli kažeta močno 
DNazno aktivnost, kljub temu da proteina na gelu ni veliko. DNazna aktivnost proteina 
Usp in Usp-GFP v pufru za FPLC je sicer nakazana, a zelo šibka (Slika 22). Razlog za 
različno DNazno aktivnost proteinov v enostavnem in kompleksnem razvijalnem pufru bi 
lahko bil drugačen pH (enostaven pufer: pH 7,3; kompleksen pufer: pH 8). Za oba pufra je 
osnova 40 mM Tris in vsebujeta enako molarno koncentracijo Mg
2+
 (5 mM), ter vsaj 5 mM 
Ca
2+
. To kaže na to, da Usp in Usp-GFP bolje delujeta v pH 7,3, kot v pH 8 ali pa kateri 
izmed ionov ali BSA v kompleksnem pufru moti njuno DNazno aktivnost. Razlog za 
slabše delovanje pozitivnih kontrol bi lahko prav tako bil drugačen pH ali pa pomanjkanje 
oziroma odsotnost katerega izmed ionov, ki so prisotni v kompleksnem pufru. Za podrobno 
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4.7 POVRŠINSKA PLAZMONSKA RESONANCA (SPR) 
 
V mikrotekočinski sistem smo injicirali 100 µL 3 µM raztopine proteina Imu3. Imu3 se je 
močno nespecifično vezal na sam čip (približno 1500 RU). Vzrok za to je najverjetneje 
previsoka koncentracija proteina. Kljub temu smo lahko zaznali razliko med specifično in 
nespecifično vezavo proteina, ki je bila približno 150 RU (Slika 23 – graf A). Vezava na 
čip in DNA je bila tako močna, da nam je protein uspelo izprati šele z 200 mM NaOH. 
Koncentracija Imu3 je bila najverjetneje previsoka, zato bi bilo poskus smotrno ponoviti 
pri nižji koncentraciji. A kljub temu smo tudi z SPR dokazali vezavo Imu3 in DNA, kar so 
opisali že Črnigoj in sod. (2014). 
 
 
Slika 23: Senzograma SPR – vezava proteinov (Imu3 in Usp-GFP) na čip z vezano DNA 
Aparat: Biacore X. Nosilni pufer: 10 mM HEPES, 70 mM NaCl, 2,5 mM MgCl2, 0,1 g/mL BSA, pH 7,4. 
Čip: SPR Sensor chip L1 s sidrom 5'-CGCTCCGAGTAGTAAC-3', nanj vezan DNA box4 wt (70 bp). A – 
Vezava proteina Imu3 (3 µM) na DNA; B – Vezava proteina Usp-GFP (0,5 µM) na DNA;  
 
Za vezavo proteina Usp-GFP na DNA smo uporabili 100 µL 0,5 µM raztopine. 
Nespecifična vezava na čip brez DNA je bila manjša, kot pri Imu3, le okoli 250 RU. Tako 
je razlika med specifično in nespecifično vezavo večja, senzogram vezave proteina na 
DNA pa ima lepšo in bolj značilno obliko (Slika 23 – graf B). Vezava Usp-GFP na DNA 
se sklada z ostalimi raziskavami, ki kažejo na to, da je protein Usp DNaza, torej mora 
vezati DNA (Parret in De Mot, 2002; Zaw in sod., 2013b; Nipič in sod., 2013). Ciklični 
GFP vrinjen v Usp ne vpliva na vezavno sposobnost proteina na DNA. 
 
4.8 INTERAKCIJA USP PROTEINA Z EVKARIONTSKIMI CELICAMI 
 
Preverjali smo vpliv proteinov Usp, Usp-GFP, Imu3, ter kombinacije Usp + Imu3 in Usp-
GFP + Imu3 na količino biomase HUVEC celic. Za kontrole smo uporabili pufer Tris-HCl 



















































Vezava Usp-GFP (0,5 µM) na DNA B 
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ta protein genotoksin – podenota CdtB je funkcionalni homolog sesalske DNaze I in ima 
DNazno aktivnost (Guerra in sod., 2011). Celice so bile proteinom izpostavljene 24 ur, 
nato smo jih gojili še dodatnih 48 ur. Količina biomase pri različnih redčitvenih faktorjih 
različnih proteinov je podana v grafu (Slika 24). Poskus smo izvedli samo enkrat, v treh 
paralelkah. Rezultati so zato le pokazatelj delovanja proteinov in bi bilo za zanesljivejše 
podatke poskus potrebno ponoviti v več paralelkah. 
 
 
Slika 24: Graf vpliva proteinov na količino biomase HUVEC celic  
Na x osi so predstavljeni faktorji redčenja dodanih proteinov in pufra (večji faktor redčenja pomeni nižjo 
koncentracijo proteinov). Na y osi pa so podane povprečne vrednosti optične gostote pri valovni dolžini 660 
nm (OD660) po fiksaciji in barvanju celične biomase z metilenskim modrilom. Večji OD660 pomeni večjo 
količino biomase HUVEC celic. 
 
Rezultate testa vpliva proteinov na količino biomase HUVEC celic smo statistično 
obdelali. Izvedli smo Duncanov test. Z njim smo primerjali vpliv različnih proteinov na 
količino biomase HUVEC celic, natančneje vplive različnih proteinov med seboj, znotraj 
enega faktorja redčenja. Primerjali smo povprečen OD660, ki je premo sorazmeren s 
količino biomase HUVEC celic. Rezultati Duncanovega testa so podani v Preglednica 18.  
 
Iz statistične obdelave (Preglednica 18) lahko razberemo, da se količina biomase HUVEC 
celic tretiranih s proteini Usp oziroma Usp-GFP ter njuno kombinacijo z Imu3 pri nižjih 















Vpliv proteinov na biomaso HUVEC celic  
Tris-HCl (−K) 
Usp-GFP 




Usp + Imu3 
cycGFP 
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kontrole (50 mM Tris-HCl). Torej ti proteini pri nižjih koncentracijah nimajo vpliva na 




Preglednica 18: Vpliv proteinov na količino biomase HUVEC celic – Duncanov test (α = 0,05) 
 
Faktor redčenja 
Tretma 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 
Usp + Imu3 AB A A A AB A A A A B C 
Usp-GFP + Imu3 AB A A A AB A A A A B D 
Usp-GFP AB A A AB AB A A A AB A A 
Usp AB A A B AB A A A A A AB 
Imu3 C B B C D C B B B C AB 
cycGFP BC B B C B BC B B B C AB 
CDT (+K) D C C D C D C C C D C 
Tris-HCl (−K) ABC AB AB A AB AB AB A A A AB 
* Duncanov test primerja vplive različnih tretmajev med seboj, znotraj enega faktorja redčenja. Črka 
predstavlja množico statistično značilno podobnih elementov. Če tretma lahko uvrstimo v dve množici, to 
pomeni da ima lastnosti obeh, torej se nahaja v njunem preseku. Če dva tretmaja pripadata dvema različnima 
množicama, sta torej statistično značilno različna. Duncanov test smo izvedli s programom Statistica 7 pri 95 
% stopnji zaupanja (α = 0,05). 
 
Vpliv pozitivne kontrole – proteina CDT, na biomaso tretiranih celic je očiten (Slika 24). 
CDT že pri najnižji koncentraciji poškoduje skoraj vse celice. To potrjuje tudi statistična 
analiza. Pri vseh koncentracijah, razen pri najvišji, se vpliv proteina CDT statistično 
značilno razlikuje od vpliva ostalih proteinov in od negativne kontrole (Preglednica 18).  
 
Po tretiranju z najvišjimi koncentracijami proteinov (faktor redčenja 2 in 4) Usp in Usp-
GFP v kombinaciji z Imu3 se biomasa HUVEC celic močno zmanjša (Slika 24). Količina 
biomase je statistično značilno manjša od negativne kontrole (50 mM Tris-HCl) in vseh 
ostalih tretmajev. Pri faktorju redčenja 2 je vpliv kombinacije proteinov Usp in Imu3 
statistično značilno enak vplivu proteina CDT, ki smo ga uporabili za pozitivno kontrolo. 
Usp-GFP v kombinaciji z Imu3 pri najvišji koncentraciji prav tako močno zmanjša 
količino biomase tretiranih celic, vendar manj kot pozitivna kontrola in manj kot Usp 
skupaj z Imu3. Količina biomase pa je statistično značilno manjša od vseh ostalih 
tretmajev (Preglednica 18). 
 
Tretiranje samo s proteinom Usp oziroma Usp-GFP pri uporabljenih koncentracijah nima 
statistično značilnega vpliva na količino biomase HUVEC celic. Količina biomase je pri 
vseh koncentracijah primerljiva negativni kontroli (Preglednica 18). 
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Učinek proteinov Usp in Usp-GFP je zelo podoben. Oba v višjih koncentracijah skupaj z 
Imu3 statistično značilno zmanjšata količino biomase HUVEC celic v primerjavi z 
negativno kontrolo. Sklepamo lahko, da vstavljen ciklični GFP nima izrazitega vpliva na 
aktivnost proteina. Vpliv Usp in Usp-GFP v kombinaciji z Imu3 na količino biomase 
HUVEC celic se sklada z ugotovitvami Nipič in sod. (2013). S kometnim testom so 
namreč pokazali, da ima protein Usp v kombinaciji s proteinom Imu3 genotoksičen vpliv 
na HUVEC celice. Genotoksičen je bil tud sam protein Usp. V našem poskusu pa sam Usp 
in tudi sam Usp-GFP ni imel vpliva na količino biomase HUVEC celic. 
 
Količina biomase po tretiranju z Imu3 in cycGFP je malenkost večja kot pri negativni 
kontroli (50 mM Tris-HCl). Razlike med tretmaji niso vedno statistično značilne 
(Preglednica 18), se pa tak trend lepo vidi iz grafa (Slika 24). Proteina Imu3 in cycGFP 
nimata negativnega vpliva na količino biomase HUVEC celic, torej za njih najverjetneje 
nista toksična. Rahel dvig količine biomase po tretiranju z njima, bi lahko bil posledica 
dodatka proteinov v gojišče, ki jih lahko celice uporabljajo kot vir energije. 
  
55 
Zalokar D. Interakcija proteina Usp bakterije Escherichia coli z evkariontskimi celicami. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
5 SKLEPI 
 
 Proteine označene s 6×His smo uspešno prekomerno producirali v E. coli sevu BL21 
(DE3); za proteina Usp in Usp-GFP, je bil v ta sev vstavljen še plazmid pLysE. 
 Protein Imu3 nespecifično veže DNA – to smo dokazali s preprostim poskusom 
obarjanja λ DNA in opazovanjem pod lupo pri kritični koncentraciji 1µg proteina na 
100 ng DNA in s pomočjo SPR. Oznaka 6×His ne moti sposobnosti vezave DNA. 
 Protein Usp-GFP se veže na DNA. To smo potrdili s pomočjo SPR. Oznaka 6×His in 
vstavljen cycGFP ne motita vezave proteina na DNA. 
 Usp in Usp-GFP imata in vitro DNazno aktivnost. Vstavljen ciklični GFP nima 
vpliva na in vitro DNazno aktivnost. Za DNazno aktivnost je potrebna prisotnost 
kovinskih ionov. 
 Kombinacija proteinov Usp in Imu3 oziroma Usp-GFP in Imu3 vpliva na rast 
HUVEC celic. Količina biomase pri najvišjih uporabljenih koncentracijah je 
statistično značilno manjša od negativne kontrole. 
 Samo protein Usp oziroma Usp-GFP pri uporabljenih koncentracijah nima vpliva na 
količino biomase HUVEC celic. 
 Proteina Imu3 in cycGFP nimata vpliva na količino biomase HUVEC celic. 
 In vitro in in vivo aktivnost nativnega Usp in Usp označenega s cikličnim GFP (Usp-
GFP) je primerljiva. 
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6 POVZETEK 
 
Escherichia coli je izredno raznolik organizem. Njena primarna ekološka niša je prebavni 
trakt vretenčarjev. Tam s svojim gostiteljem živi v simbiozi. Vendar E. coli ni le 
komenzalni organizem, je tudi patogena bakterija, ki povzroča črevesne in izvenčrevesne 
okužbe. Razlika med komenzali in patogeni, je predvsem v produkciji različnih virulenčnih 
dejavnikov, ki so ključni za razvoj bolezenskega stanja v gostitelju. Mobilni genetski 
elementi imajo pomembno vlog, saj je pridobivanje novih lastnosti ključno za preživetje 
patogena in njegovo prilagoditev na gostitelja. Številni geni za virulenčne dejavnike se 
nahajajo na otokih patogenosti. Ti se lahko vstavijo v različna mesta v genomu bakterije ali 
pa se nahajajo na plazmidih. Glede na mesto okužbe, patogene seve razdelimo na dva 
glavna patovarja – črevesne in izvenčrevesne patogene E. coli (ExPEC). Najpogostejši 
predstavnik ExPEC so uropatogene E. coli (UPEC), ki povzročajo okužbe izločal – 
predvsem mehurja in ledvic. Za kar 80 % vseh okužb urinarnega trakta (UTI) so 
odgovorne UPEC. UTI so zelo pogoste, predvsem pri ženskah. V ZDA naj bi vsako leto 
vsaj enkrat imelo okužbo sečil 11 % žensk, vsaj enkrat v življenju pa kar 60 % žensk. 
Bakterije, ki povzročajo UTI, izvirajo iz prebavnega trakta. Okužba se začne v nožnici in 
območju pred sečnico, potem bakterije potujejo po sečnici navzgor do sečnega mehurja, 
lahko pa tudi od tu naprej do ledvic. UPEC se pritrdijo na urotelij s pomočjo FimH, ki 
interagira z uroplaktini in integrini, kar privede do invazije bakterij v gostiteljsko celico. 
 
Leta 2000 so odkrili gen usp in z njim povezane tri manjše odprte bralne okvirje (orfU1-3 
oziroma imu1-3), ki skupaj tvorijo otok patogenosti PAIusp. Ta je močno povezan s sevi 
UPEC, saj je prisoten pri večini, medtem ko so ga našli le pri slabi četrtini sevov izoliranih 
iz prebavil zdravih posameznikov. Sprva vloga proteina Usp ni bila znana. Z mišjim 
modelom pielonefritisa so ugotovili, da Usp promovira infektivnost bakterij v urinarnem 
traktu. Kasneje so odkrili podobnost med Usp in piocini tipa S. Piocini tipa S so 
funkcionalno in strukturno podobni nukleaznim kolicinom – so proteinski kompleksi 
sestavljeni iz proteina z nukleazno aktivnostjo in proteina imunosti. Protein imunosti ima 
pri njih vlogo zaščite producenta pred delovanjem nukleaze. Piocini in kolicini so 
bakteriocini. Sklepali so da je tudi Usp bakteriocin, a se je izkazalo, da nima 
antibakterijskega učinka, ima pa nespecifično nukleazno aktivnost. Tarča proteina Usp so 
gostiteljske evkariontske celice. V njihovi DNA povzroča dvojne prelome. Torej je Usp 
bakterijski genotoksin. Z Usp povezani proteini imunosti imajo pomembno vlogo pri 
zaščiti bakterije pred delovanjem nukleaze na lastno DNA. Bakterija plazmid le z genom 
usp zelo težko vzdržuje v celici, če pa dodamo gene imunosti pa lahko preživi in se deli. 
Potrdili so tudi večji učinek na evkariontske celice, kadar je protein Usp v kombinaciji s 
proteinom Imu3. Imu3 nespecifično in reverzibilno veže DNA. Kadar je vezan nanjo, jo 
ščiti pred restrikcijo. 
 
57 
Zalokar D. Interakcija proteina Usp bakterije Escherichia coli z evkariontskimi celicami. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
V magistrskem delu smo želeli pripraviti in izolirati rekombinanten fuzijski protein Usp-
GFP, ki bo aktiven v enaki ali vsaj primerljivi meri kot nativna oblika Usp. Protein Usp-
GFP je lahko odlično orodje za sledenje interakcije proteina z evkariontskimi celicami. V 
ta namen smo poleg Usp-GFP pripravili tudi izolat proteinov Usp in Imu3. Tako smo lahko 
primerjali aktivnost obeh proteinov Usp pa tudi njune kombinacije z Imu3. Optimizirali 
smo sev, temperaturo gojenja in koncentracijo IPTG za induciranje produkcije proteina 
Usp-GFP. Iskali smo pogoje, pri katerih je največ proteina v topnem delu celičnega lizata, 
saj so proteini tako najverjetneje pravilno zviti in aktivni. Plazmide za izražanje z zapisi za 
Usp, Usp-GFP in Imu3 smo vstavili v sev E. coli BL21 (DE3). Poleg proteina Usp oziroma 
Usp-GFP je na plazmidu za izražanje še zapis za vse tri proteine Imu. Sev BL21 (DE3) pa 
je pri pripravi Usp oziroma Usp-GFP vseboval še plazmid pLysE. Vsi trije proteini (Usp, 
Usp-GFP in Imu3) so bili označeni z oznako 6×His in smo jih izolirali s pomočjo Ni-NTA 
afinitetne kromatografije. Protein Usp in Usp-GFP smo še dodatno očistili s pomočjo 
FPLC. Aktivnost izoliranih proteinov smo najprej preverili in vitro, nato pa preverili še 
njihov vpliv na količino biomase HUVEC celic. 
 
Raziskave so pokazale, da Imu3 reverzibilno in nespecifično veže DNA. To lastnost je 
imel tudi naš izolat Imu3. Usp je nespecifična DNaza, na kar nakazuje že homologija s 
piocini, potrjeno pa je tudi s številnimi raziskavami. Zato smo in vitro aktivnost 
proteinskih izolatov Usp in Usp-GFP preverjali z različnimi DNaznimi testi. Izkazalo se je, 
da obe obliki proteina razgrajujeta DNA. Za DNazno aktivnost proteinov Usp je potrebna 
prisotnost kovinskih kationov. Vezavo proteina Usp-GFP na DNA smo preverili in potrdili 
tudi s pomočjo SPR. Protein Usp se je v preteklosti izkazal za genotoksičnega – povzroča 
dvojne prelome DNA evkariontskih celic, prelomov pa je več, če so celice tretirane s 
kombinacijo Usp in Imu3. Mi smo preverili vpliv izoliranih proteinov na količino biomase 
HUVEC celic. Celice so bile različnim koncentracijam proteinom izpostavljene 24 ur, za 
tem pa smo jih gojili še 48 h. Spremljali smo tudi vpliv pufra Tris-HCl (negativna 
kontrola), proteina CDT (pozitivna kontrola), Imu3 in CycGFP. Testirali smo še vpliv 
kombinacije proteinov Usp z Imu3. Proteina Usp oziroma Usp-GFP v kombinaciji z Imu3 
sta statistično značilno zmanjšala količino biomase tretiranih HUVEC celic, medtem ko 
tretiranje le s proteini Usp ni povzročilo statistično značilnega zmanjšanja biomase. In 
vitro in in vivo aktivnost nativnega Usp in Usp označenega s cikličnim GFP (Usp-GFP) je 
primerljiva. 
 
Zaradi pogostosti gena usp v E. coli, ki povzročajo okužbe urinarnega trakta in pogostosti 
samih okužb, bi lahko bil Usp zelo pomemben genotoksin o katerem še ne vemo dovolj. 
Zaskrbljujoča je tudi vse večja prevalenca filogenetske skupine B2 med komenzalnimi sevi 
E. coli izoliranih iz črevesja zdravih posameznikov. Pri sevih skupine B2 pa je prevalenca 
usp in drugih virulenčnih dejavnikov velika. Proteinski izolat z aktivno obliko proteina 
Usp-GFP, ki smo ga uspeli pripraviti v okviru magistrskega dela, je lahko uporabno orodje 
za raziskovanje interakcije proteina Usp in evkariontskih celic.   
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